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RESUMO

Alguns estudos tém dado um maior enfoque no aproveitamento de residuos
agroindustriais e coprodutos, como o aproveitamento da celulose e hemicelulose, que
compbem a parede celular vegetal de materiais lignoceluldsicos (ou biomassas
lignocelulésicas), para producdo de etanol de segunda geracdo (E2G) e outros
bioprodutos. Diversas enzimas provenientes de fungos e bactérias atuam na
desconstrucdo desses polissacarideos em monossacarideos, possibilitando assim a
posterior fermentacdo alcodlica. As enzimas celulases e hemicelulases ja tém sido bem
estudadas, porém, na Ultima década, novas enzimas com atividade oxidativa, tais como
as mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs do inglés Lytic polysaccharide
monooxygenases), que aumentam a liberagé&o de glicose conjuntamente com as celulases
e hemicelulases tém despertado grande atencdo da comunidade cientifica. Para a
caracterizacdo de novas LPMOs, faz-se necessaria a inser¢do de genes codificadores
dessas enzimas em sistemas de expressdo, como por exemplo, de Komagataella phaffii
(K. phaffii). A LPMO TrCel61A de Trichoderma reesei (T. reesei), pertencente a
familia AA9, foi previamente caracterizada e no presente trabalho ela foi utilizada como
modelo, juntamente com cinco novas LPMOs provenientes de Basidiomycota e
Ascomycota, as quais foram selecionadas do banco de dados CAZy, sintetizadas,
clonadas em vetor de expressdo pPICZaA e entdo transformadas em K. phaffii. Embora
nenhuma das cinco novas enzimas tenham sido produzidas por K. phaffii, a LPMO
modelo TrCel61A foi produzida com sucesso. O trabalho prosseguiu com a hidrolise
enzimatica do bagaco de cana-de-agUcar preé-tratado por auto-hidrolise, utilizando os
extratos brutos enzimaticos do fungo mutante hipercelulolitico Trichoderma reesei
RUT-C30 e da linhagem padrdo Aspergillus aculeatus F-50. Com base nos resultados
de hidrélise enzimatica, foi possivel observar que com a adicdo da LPMO TrCel61A
houve aumento significativo da liberacdo de glicose, conseguindo superar a liberacéo
ocorrida com a enzima comercial celluloclast. De fato, a adicdo de LPMO-TrCel61A na
mistura enzimatica ideal aumenta a conversdo de celulose até 18,35%. Estes dados
indicaram que TrCel61A tem um efeito positivo maior na hidrélise do bagaco de cana-
de-acucar, aumentando a conversdo bioguimica de extratos celuloliticos de T. reesei e
A. aculeatus quando adicionada como enzima acessOria em misturas enzimaticas ideais.

Palavras-chave: LPMO. Komagataella phaffii. Enzimas auxiliares. Hidrolise

enzimatica. Glicose.



ABSTRACT

Several studies have focused on the use of agro-industrial residues and co-products,
such as the use of cellulose and hemicellulose, which is component of the plant cell wall
of lignocellulosic biomass for the production of second generation ethanol (2G) and
other bioproducts. Several enzymes derived from fungi and bacteria act in the
deconstruction of these polysaccharides in monosaccharides, thus allowing subsequent
alcoholic fermentation. The enzymes cellulases and hemicellulases have already been
well studied, but in the last decade, new enzymes with oxidative activity, such as lytic
polysaccharide monooxygenases (LPMOs), which increase the release of glucose
together with the cellulases and hemicellulases have attracted attention of the scientific
community. For the characterization of new LPMOs, it is necessary to insert genes
encoding these enzymes in expression systems, such as, for example, Komagataella
phaffii. The LPMO TrCel61A from Trichoderma reesei, belonging to the AA9 family,
was previously characterized and in the present work it was used as a model, together
with five new LPMOs from Basidiomycota and Ascomycota, which were selected from
the CAZy database, synthesized, cloned into expression vector pPICZaA and then
transformed into K. phaffii. Although none of the five new enzymes were successfully
produced by K. phaffii, but the LPMO model TrCel61A was produced. The work
continued with the enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse pretreated by
autohydrolysis using the enzymatic crude extracts of the mutant hyperchololytic fungus
Trichoderma reesei RUT-C30 and the standard lineage Aspergillus aculeatus F-50.
Based on the results of enzymatic hydrolysis, it was possible to observe that with the
addition of LPMO TrCel61A there was a significant increase in the glucose release,
being able to overcome the release occurred with the commercial enzyme celluloclast.
In fact, the addition of LPMO-TrCel61A in the optimum enzyme mix increases the
cellulose conversion to 18.35%. These data indicate that TrCel61A has a greater
positive effect on the hydrolysis of sugarcane bagasse, increasing the biochemical
conversion of cellulolytic extracts of T. reesei and A. aculeatus when added as

accessory enzyme in ideal enzymatic mixtures.

Key words: LPMO. Komagataella phaffii. Enzymes, Enzymatic hydrolysis.

Glucose.
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1 INTRODUCAO

A medida que tem aumentado o consumo de fontes energéticas no mundo, ha
uma crescente preocupagdo com os combustiveis fosseis, uma vez que é uma fonte de
energia ndo renovavel. Com isso, fontes de energia renovaveis tém sido buscadas para
complementar os combustiveis fosseis, acrescido do desafio de se produzir um
combustivel sustentavel e barato a0 mesmo tempo.

Diversas pesquisas tém voltado a atencdo para o melhor aproveitamento na
producdo de biocombustiveis, com isso reduzir-se-ia a competicdo com a cadeia
alimenticia. As pesquisas tém voltado a sua atencdo para a producdo de
biocombustiveis, tais como etanol de segunda geracdo (E2G). Para producdo de E2G
pode-se utilizar matéria-prima proveniente das biomassas vegetais de processos
agroindustriais ou mesmo dos coprodutos lignocelulosicos gerados na producdo do
etanol de primeira geracdo (E1G) (MUKTHAM et al., 2016). Porém, para aproveitar
polimeros e agucares simples e permitir a fermentagéo alcoolica, é necessario superar a
recalcitrancia da parede celular (HIMMEL et al., 2007; BENNATI-GRANIER et al., 2015).

As celulases (exoglicanases, endoglicanases e pB-glicosidases) e as hemicelulases
sdo as principais enzimas extracelulares de microrganismos utilizadas na desconstrucéo
da lignocelulose; atuando na hidrolise da ligacdo glicosidica (MAEDA et al., 2013). Na
altima década, tem sido reportada a descoberta, em fungos e bactérias, de enzimas
auxiliares com atividade oxidativa na desconstrucdo da biomassa vegetal, como mono-
oxigenases liticas de polissacarideos (do inglés, LPMOs) (ISAKSEN et al., 2014).

Existe uma grande diversidade catabOlica entre 0s microrganismos que
produzem enzimas para reduzir os polissacarideos em moléculas menores para que
consigam aproveitar como fonte nutritiva. Essas enzimas tém sido caracterizadas ao
longo do tempo e muitas delas possuem grande potencial para uso em industrias que
fazem uso de biomassas vegetais como matéria-prima para obtencdo de biomoléculas,
tais como glicose e pentoses, para uso em bioprocessos fermentativos, para obtencdo de
bioprodutos, como etanol, xilitol, dentre outros.

As enzimas extracelulares degradadoras de parede celular vegetal podem ser
utilizadas purificadas ou sob a forma de extratos brutos; podendo ser oriundas de
microrganismos selvagens ou modificados geneticamente. Os microrganismos podem
ser a fonte direta das enzimas, ou também, fontes de informacdes de sequéncias génicas

para transformacdo de microrganismos modelos, tais como bactérias (Escherichia coli)
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ou leveduras (Komagataella phaffii), com o objetivo de obter a enzima purificada para
que possa ser caracterizada, ou também para facilitar as etapas de escalonamento da

producéo da enzima de interesse (LYND et al., 2002; DALY;HEARN, 2005).

As LPMOs sdo enzimas produzidas por fungos e bactérias e sdo consideradas
como auxiliares ao sistema de degradagdo da holocelulose (celulose e hemicelulose)
(SoNG et al., 2018). Estas enzimas normalmente sdo expressas em baixas concentragdes
nos seus hospedeiros nativos (fungos ou bactérias), assim o uso de sequéncias de genes
de LPMOs transformadas em E. coli, K. phaffii ou outros hospedeiros sdo acfes comuns
para que se possa obter esta enzima e caracteriza-la bioguimicamente. Apos a obtencédo
dos microrganismos transformados (bactéria ou levedura) com tais genes, buscam-se
resultados para comprovar a necessidade da adicdo das mesmas em coquetéis
enzimaticos de celulases, a fim de comprovar se as LPMOs sdo essenciais ao
sinergismo das celulases e hemicelulases na desconstrucdo da parede celular vegetal
(SONG et al., 2018).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Etanol de segunda geragao

Os biocombustiveis produzidos a partir de processos de 12 geracdo (1G) tém sido
a forca motriz das energias renovaveis. Na primeira década do século XXI, houve um
grande foco no debate de alimentos versus combustivel. Recentemente, Mohr e Raman
(2013) avaliaram a sustentabilidade da producdo de E1G utilizando cultivos agricolas.
Influenciados pelo debate global, foram implementadas politicas para promover a
producdo de biocombustiveis liquidos a partir de matérias-primas ndo utilizadas para
consumo humano e dar origem aos chamados biocombustiveis de segunda geracao (2G)
(KuBICEK, 2012).

A principal diferenca entre E1G e E2G esta na matéria-prima utilizada para a
producdo de cada um. Enquanto E1G utiliza sacarose ou amido como matéria-prima, o
E2G utiliza celulose (biomassa vegetal). O E2G pode utilizar diferentes tipos de
biomassas residuais de processos agroindustriais, a depender do volume de producéo e
caracteristicas quanto a concentracdo de celulose (MUKTHAM et al., 2016).

A celulose é o principal componente estrutural da parede celular dos vegetais, e
é 0 carboidrato mais abundante na natureza. De modo geral, a parede celular das plantas
é composta de 15-40% de celulose, 30-40% de hemicelulose e pectina e 20% de lignina.
Esses componentes podem ser reduzidos a oligbmeros por enzimas provenientes de
fungos e bactérias. A etapa de hidrolise enzimatica da parede celular vegetal faz uso de
combinacdes de enzimas microbianas a fim de vencer a recalcitrancia da celulose e
lignina (HIMMEL et al., 2007; WANG et al., 2014). A glicose proveniente da celulose
pode ser metabolizada por leveduras, que podem gerar etanol (SUN;CHENG, 2002;
Doi;Kosual, 2004).

O dominio sobre a tecnologia de producdo do E2G tem sido buscado mediante a
solucdo dos gargalos do processo, tais como: tipos de pré-tratamentos, coquetéis
enzimaticos e microrganismos fermentativos mais robustos. Infelizmente, o
desenvolvimento do mercado de E2G tem sido mais lento do que o esperado, em funcéo
das dificuldades com tais gargalos, e assim tem custo elevado frente ao processamento
de E1G (KUBICEK, 2012).
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2.2 Estrutura da parede celular dos vegetais

A parede celular das plantas geralmente consiste em trés camadas: parede celular
primaria (uma camada bastante fina que € produzida pelas células em crescimento),
parede celular secundaria (uma camada grossa formada dentro da parede celular
primaria). A parede celular secundaria pode ainda ser dividida em trés camadas da
parede celular secundéria, referidas como as lamelas S1, S2 e S3, resultantes de
diferentes arranjos das microfibrilas de celulose e a lamela média, camada mais externa
que forma uma interface entre as paredes primérias de duas células unindo-as (Figura 1)
(KuBICEK, 2012).

A parede celular priméria é constituida pelos polissacarideos celulose,
hemicelulose e pectina (ROSE et al., 2004). A celulose se liga covalentemente a
microfibrilas das cadeias de hemicelulésicas e formam uma rede de celulose-
hemicelulose que esta embutida na matriz de pectina. A parede celular priméria é uma
estrutura mecanicamente mais maledvel em relacdo a parede celular secundaria. A
parede celular secundaria é quem determina a forma e o tamanho da célula madura. As
paredes celulares primérias sdo constituidas por fibrilas de celulose entrelacadas em
uma mistura amorfa de polissacarideos e glicoproteinas (matriz da parede celular
primaria). A celulose é mais abundante na parede celular secundaria contendo
quantidade significativa de lignina trancada com a celulose. Os polimeros das paredes
celulares primarias sdo geralmente mais faceis de isolar do que das paredes secundarias

(YORK et al., 1986).
‘L‘

Figura 1. Organizacgdo da parede celular vegetal (adaptado de KUBICEK, 2012).
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A celulose é considerada o biopolimero mais abundante e utilizado do planeta,
composto normalmente de 35 a 50% do peso seco das plantas. E formada pela ligacéo
B-1,4-glicosidica entre os mondmeros de -D-glicose que primeiramente origina um
dimero chamado celobiose. Vérias celobioses unidas formam a celulose, como visto na
Figura 2 (LYND et al., 2002; KUBICEK, 2012). A celulose participa de diversas
funcbes para manutencdo da célula vegetal como diferenciagdo celular, comunicacéo
celular, defesa, controle do movimento da &gua, crescimento da planta e suporte
estrutural (COSGROVE, 2005; GUPTA et al., 2016).

1,4-B-D-glicose

0
!
!

|

!

I

Figura 2. Estrutura da celulose. A celulose é um polimero formado por mon6meros de 3-D-glicose unidos
por ligagdes covalentes do tipo B-1,4. As celuloses sdo firmemente ligadas entre si por pontes de
hidrogénio, tanto por liga¢Bes intramoleculares (A), quanto por ligacdes intermoleculares (B), formando
entdo o polimero de celulose. Fonte: adaptado de Kubicek (2012).

A sintese da celulose ocorre por meio da enzima celulose-sintase que se organiza
formando um complexo de aproximadamente 36 subunidades em forma de roseta, que é
organizada em hexamero, sendo que cada unidade do hexamero possui 6 enzimas. O
complexo enzimatico consegue formar microfibrila de 36 unidades de p-D-glicose que
sdo estabilizadas por pontes de hidrogénio. A disposicdo lado a lado das microfibrilas, e
juntamente com outros polissacarideos, formam a macrofibrila que constitui a parede
celular (FEsTuccCI-BUSELLI et al., 2007). Durante a formacdo das microfibrilas de
celulose, outros polissacarideos, hemicelulose e pectinas, se prendem formando uma

rede complexa de polissacarideos que é resistente e extensa (COSGROVE, 2005).
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Sé&o encontrados diferentes tipos de hemiceluloses na parede celular das plantas,
dependendo do tipo de aglcar que as constitui, como Xiloglicanas, xilana, mananas e
glucomananas, podendo estar associadas com a parede celular primaria ou secundaria
(SCHELLER;ULVsKoV, 2010).

Pectina é o terceiro polissacarideo encontrado na parede celular das células
vegetais. Este polissacarideo também se divide em diferentes tipos de acordo com o0s
acucares que a constitui, sendo conhecidos os homogalacturonano, xilogalacturonano,
apiogalacturonano, ramnogalacturonana | e Ramnogalacturonana 1l (MOHNEN, 2008;
CAFFALL;MOHNEN, 2009; HARHOLT et al., 2010).

A lignina é encontrada em todas as plantas vasculares, estando presente na
parede celular. A lignina é uma macroestrutura formada por complexos de aldeidos
aromaticos que preenchem os espacos entre celulose, hemicelulose e componentes de
pectina da parede celular. Devido a sua natureza hidrofobica, expulsa a 4gua e fortalece
a parede. Constituida por trés diferentes unidades de fenilpropano: guaiacil (G), sinapil
(S) e p-hidroxifenil (H) que s&o unidas por diferentes tipos de ligacdes. A relacdo desses
fenilpropanoides pode diferenciar nos tipos de vegetais como: na gimnosperma
(madeira macia) contendo principalmente unidades G e niveis muito baixos de unidades
H, na angiosperma (madeira dura) é composta por niveis semelhantes de unidades G e S
com tracos de unidades H. Monocotiledéneas (gramineas) contém todas as trés unidades
em proporcdes diferentes (MOSIER et al., 2005; HENDRIKS;ZEEMAN, 2009; KUBICEK,
2012). A presenca de lignina em algumas paredes celulares confere suporte estrutural a
planta, impermeabilidade e resisténcia contra ataques microbianos e estresse oxidativo.

A deslignificacdo da parede celular € um dos principais gargalos no processo de
obtencdo de E2G. Tanto nas etapas de pré-tratamento, hidrélise enzimatica e
fermentacdo; em funcdo da adsor¢do dos fragmentos de lignina ou formacdo de
substancias inibidoras de enzimas ou do crescimento microbiano, respectivamente
(SUN;CHENG, 2002; ZENG et al., 2014).

2.3 Pré-tratamento da biomassa vegetal

A conversao de lignocelulose (celulose, lignina, hemicelulose) em E2G é feita
basicamente em trés etapas: pré-tratamento, hidrélise enzimatica e fermentacdo. O pré-
tratamento da biomassa vegetal é essencial para a conversdo maxima da celulose em
glicose e consequentemente etanol (WYMAN et al., 2005; LIN;TANAKA, 2006). Diversos

estudos tém mostrado a eficiéncia do pré-tratamento para remover lignina, hemicelulose
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e reducdo da cristalinidade da celulose para melhorar significativamente a hidrolise.
Entretanto, no pré-tratamento deve-se evitar a degradacdo ou perda de carboidratos,
evitar a formacdo de subprodutos inibitorios tanto para a hidrolise enziméatica como para
0 processo de fermentacdo, além de ser economicamente vidvel. Existem diversos tipos
de pré-tratamento, dentre eles os fisicos (trituragdo mecénica, pirdlise), fisico-quimico
(exploséo a vapor, auto-hidrolise, exploséo de fibra de amdnia - AFEX, explosdo com
CO»); quimicos (ozondlise, hidrélise &cida, hidrélise alcalina, deslignificacdo oxidativa,
processo organo-solvente) e pré-tratamento bioldgico (macrofungos — fungos de
podriddo branca ou parda). Apds o pré-tratamento, espera-se que a biomassa esteja
desestruturada de forma a facilitar a hidrélise enzimética e fermentacdo (Figura 3)
(SUN;CHENG, 2002; MOSIER et al., 2005; HENDRIKS;ZEEMAN, 2009).
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Pre-tratamento

Figura 3. Esquema adaptado do efeito do pré-tratamento sobre a lignocelulose. Fonte: adaptado
de Wang et al. (2017)

2.4 Enzimas envolvidas na desconstrucdo da biomassa vegetal

Os fungos sdo degradadores naturais de biomassas vegetais, sendo capazes de
descontruir a lignocelulose para obtencdo de moléculas fundamentais para a
manutencdo do metabolismo. Diferentes mecanismos enzimaticos sdo utilizados
diferenciando-se pela forma como estes organismos tornam as celuloses e hemiceluloses
acessiveis para a degradacdo. Os trés tipos de fungos envolvidos nessa degradacao
geralmente sdo: os fungos de podridao branca, parda e branda (KuBICEK, 2012).

Existem basicamente duas formas de degradacdo enzimética da biomassa

lignoceluldsica: hidrolitica (holocelulases: celulases e hemicelulases) e oxidativa
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(ligninases: lacases e peroxidases). Como 0 nome sugere, as celulases e hemicelulases
clivam a celulose e hemicelulose. As reagdes ocorrem junto as pontes de hidrogénio
desses polissacarideos, em posicOes especificas para cada enzima. As lacases e
peroxidases sdo enzimas que reagem por oxirreducdo das estruturas que compdem a
lignina.

A hidrélise da biomassa é mais eficiente quando catalisada por coquetéis de
enzimas incluindo principalmente as celulases (exo- e endoglicanases e
celobiohidrolases), as hemicelulases (xilanases), ligninases (lacases, peroxidases) e
outras enzimas acessorias (catalases, mono-oxigenases).

Recentemente, novas enzimas foram identificadas como auxiliares na
desconstrucdo da celulose e hemicelulose através de reacBes oxidativas como as mono-
oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) que conjuntamente degradam
componentes especificos da parede celular. O sinergismo entre as trés celulases ja fora
evidenciado, onde endoglicanases clivam as ligacOes internas da fibra de celulose
gerando oligossacarideos de varios tamanhos; as exoglicanases atuam na regido externa
da celulose produzindo celobiose; enquanto [B-glicosidases clivam os dimeros de
celobiose em glicose.

As celobiohidrolases I e 11, assim como as endoglicanases, agem na cadeia de
celulose insolivel de extremidades redutoras e nao redutoras, respectivamente,
produzindo celobiose e pequenas quantidades de glicose e celotriose (LYND et al., 2002;
KUMAR;WYMAN, 2014). Como descrito por Holtzapple et al. (1990) e Kristensen et al.
(2009) glicose e celobiose em alta concentragdo causam inibigdo das celulases. As B-
glicosidases hidrolisam a celobiose e oligossacarideos soluveis em glicose, reduzindo a
retroalimentacdo negativa em uma hidrolise enzimatica.

A utilizacdo de outras enzimas que suplementam as celulases em uma hidroélise
pode aumentar a liberacdo da glicose basicamente de duas formas: reduzindo a inibicéo
das celulases e deixando a celulose mais exposta a acdo das celulases. Um coquetel
enzimatico ideal para sacarificacdo da biomassa vegetal pode ser composto em
diferentes concentragdes por: endoglicanase, exoglicanase, B-glicosidades, mono-
oxigenases liticas de polissacarideos, xilanases, pectinases, lacases e expansinas
(proteinas acessdrias que agem abrindo a fibra da biomassa, deixando-a assim mais
expostas aos ataques enzimaticos) (LYND et al., 2002; ZHANG; LYND, 2004; ARANTES;
SADDLER, 2010; KUMAR; WYMAN, 2014).
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Fungos de podridao branca

Os fungos de podriddo branca (inglés, White-rot fungi — WRF) atuam em

madeiras duras e macias. Possuem capacidade para produzir enzimas extracelulares que

 modificam a lignina (GUILLEN et al., 2005)

Os fungos de podriddo branca sdo os Unicos microrganismos conhecidos até
entdo capazes de degradarem completamente a estrutura da madeira, capaz de
despolimerizar a celulose (hexose), hemicelulose (hexose e pentose) e a lignina,
dividindo a ligacdo entre os atomos de Co e CB. A podriddo branca € tipicamente
associada a decomposicdo da madeira dura e o material resultante tem uma aparéncia
uniformemente branca, dai a nomenclatura (KUBICEK, 2012).

Os fungos de podriddo branca secretam enzimas extracelulares que séo
essenciais para a degradagdo da lignina e que combinam com outros processos para
efetuar a mineralizacdo da lignina, as chamadas enzimas modificadoras de lignina
(LMEs, sigla em inglés para Lignin-Modifying Enzyme). As LMEs sdo agrupadas em
peroxidases, lignina peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14), manganés peroxidase (MnP, EC
1.11.1.13), fenoloxidase contendo cobre, lacase (Lac, EC 1.10.3.2).

Fungos de podridao parda

Os fungos de podriddo parda (inglés, Brown-rot fungi — BRF) degradam
extensivamente a holocelulose (celulose e hemicelulose) da madeira, enquanto apenas
modificam, ao invés de degradar de lignina. Os fungos de podriddo parda atacam
prevalentemente madeira das espécies das coniferas (KUBICEK, 2012). A degradacéo da
podriddo parda € considerada mais agressiva quanto ao processo de degradacdo da

celulose, quando comparada com a podriddo branca, ou seja, reduzindo mais a

2.4.3resisténcia das plantas em funcdo do ataque a holocelulose (TUOMELA et al., 2000;

GOODELL, 2003).
Fungos de podridao branda

Os fungos de podriddo branda ou macia (inglés, Soft-rot fungi — SRF) sdo
caracteristicos do grupo dos ascomicetos e podem ser distinguidos em dois tipos: 1)
onde o fungo forma cavidades longitudinais dentro da parede secundaria da planta; e, 2)

onde toda a parede secundaria é colonizada. Estes fungos diferem principalmente dos
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fungos de podriddo branca por ndo atacar a lamela média e pouco ou nenhum
envolvimento de ligninases. As principais enzimas utilizadas pelos fungos de podridéo
branda sdo celulases e hemicelulases, no que tange a degradacdo da parede celular
vegetal (KUBICEK, 2012).

Mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs, em inglés)

Previamente denominadas como Glicosil Hidrolase 61 (GH61), as LPMOs de

5 4.4fungos, sdo hoje classificadas como acessorias ou Auxiliary Activity 9 (AA9). As

LPMOs sdo enzimas que clivam de forma oxidativa (e ndo hidrolitica) os carbonos C1 e

C4 (Figura 4) das moléculas de celulose, aumentando a eficiéncia das celulases uma vez

que havera mais celulose expostas para acdo das exo e endoglicanases (HARRIS et al.,

2010) (QUINLAN et al., 2011; LEVASSEUR et al., 2013; BUsK;LANGE, 2015). A familia

AA inclui as mono-oxigenases liticas de polissacarideos, contendo cerca de 427 acessos

no GenBank. Sendo que as AA9 sdo apenas encontradas em genomas de fungos,

indicando a grande diversidade desta familia, especialmente nos fungos degradadores da
madeira (LEVASSEUR et al., 2013).
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Figura 4. Reagdo oxidativa da LPMO nos carbonos C1 e C4. Fonte: adaptado de Hemsworth et al. (2015)

Mais recentemente, diversos estudos tém mostrado que as LPMOs agem em
sinergismo com enzimas que despolimerizam hemicelulose (xilana, Xxiloglucana,
manana), pectina ou amido, além da celulose (Figura 5). Essas enzimas foram
identificadas principalmente em genomas de fungos (LEVASSEUR et al., 2013; AGGER et
al., 2014).
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Figura 5. Esquemas das agdes sinérgicas de enzimas flngicas degradadoras da parede celular vegetal
(celulases, hemicelulases, LPMOs). Fonte: adaptado de Dutta e Wu (2014).
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As LPMOs sdo enzimas com atividade catalitica dependente de cofatores como
0 cobre, na presenca de oxigénio e um doador de elétrons responsavel por ciclar o cobre
em Cu (1) e Cu (1) para ativar a molécula de oxigénio, como a celobiose desidrogenase,
0 &cido ascérbico ou acido galico (VAAJE-KOLSTAD et al., 2010; LANGSTON et al.,
2011; QUINLAN et al., 2011). Porém Westereng et al. (2015) demonstraram que a
lignina pode também atuar como doador de elétrons para a LPMO (). A lignina sendo
um dos principais componentes estruturais das plantas proporciona uma nova
abordagem que levanta novas questfes interessantes para outras pesquisas, 0 que podera

acarretar em um processo industrial mais eficiente sobre a biomassa.
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24

Todas as LPMOs possuem uma dobra estrutural comum com uma superficie
onde a ligacdo com o substrato ocorre principalmente através de interagdes com
residuos aromaticos. Um ion de cobre de tipo Il exposto na superficie é coordenado
pelos atomos de nitrogénio de dois residuos de histidina altamente conservados, um dos
quais corresponde a histidina N-terminal (Figura 7) (BENNATI-GRANIER et al., 2015).
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Figura 7 HustracGes da estrutura da superficie (esquerda) e do sitio ativo de cobre (direita) da LPMO AA9
do fungo Thermoascus aurantiacus (Fushinobu, 2014)

2.5 LPMOs: Expressao heterologa em Komagataella phaffii

Por longo tempo a bactéria Escherichia coli tem sido usada como sistema para a
expressdo de proteinas heterélogas. Porém, para expressar proteinas de origem
eucariotica que podem exigir uma modificacdo pds-traducional, o sistema de expressao
bacteriano apresenta limitacdes, em virtude de E. coli ndo possuir a maquinaria
necessaria para essas modificacdes (DALY;HEARN, 2005). A producdo de diversas
LPMOs de fungos por K. phaffii (Pichia pastoris) ja foi descrita por alguns autores
(KITTL et al., 2012; BEY et al., 2013). Além de modificacbes pos-traducionais, K.
phaffii tem sido usada para producao de proteinas de origem eucaridtica pois é capaz de
realizar o processamento bem como a dobragem de proteinas, e as ferramentas para sua
manipulacdo genética ja sdo bem estabelecidas.

K. phaffii € uma levedura metilotréfica, capaz de metabolizar o metanol como
Unica fonte de carbono. O primeiro passo no metabolismo do metanol é a oxidacdo do
metanol para o formaldeido usando oxigénio molecular pela enzima alcool oxidase
gerando ao final perdxido de hidrogénio. A enzima alcool oxidase tem baixa afinidade
com o oxigénio, e com isso ela compensa gerando grandes quantidades da enzima. Essa

caracteristica & importante, pois, durante a inducdo da expressdo da proteina é
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necessario que a quantidade de oxigénio permaneca alta, pois o gene de interesse sera
inserido sob controle do promotor do gene da enzima alcool oxidase (AOX1 e AOX2).
A regulacdo do gene AOX1 é um processo que envolve dois passos: um mecanismo de
repressdo seguida de um mecanismo de indugdo. Sendo assim o crescimento em glicerol
é recomendado antes da inducdo com metanol (TscHopp et al., 1987). O crescimento
em metanol com AOX2 é muito mais lento do que com AOX1, portanto a perda do
gene AOX1 resulta em uma cepa fenotipicamente Mut® (methanol utilization slow). As
cepas que possuem o gene AOX1 possuem o fendtipo Mut™ (methanol utilization plus).
A proteina heteréloga produzida por K. phaffii pode ser intracelular ou pode ser
secretada. Para que a proteina seja secretada, necessita de uma sequéncia sinal na
proteina para que seja direcionada para a via de secrecdo. A sequéncia sinal de secrecao
que tem sido utilizada com sucesso é a de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
(DALY;HEARN, 2005). Porém, Tanghe et al. (2015) estudou a producdo de LPMO de
fungos utilizando diversos promotores e chegou a conclusdo de que a sequéncia sinal
nativa da proteina tem sido mais efetiva considerando a importancia do processamento

correto da histidina N-terminal preservando o sitio de cobre.
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3 JUSTIFICATIVA

O crescimento da demanda energética e as preocupacfes ambientais tém levado
a busca por novos processos industriais, como a producdo de energia renovavel, com
objetivo de diversificar a matriz energética. Os combustiveis fésseis sdo fontes de
energia finitas e sua demanda tem aumentado ao longo dos anos. O etanol de segunda
geracdo (E2G) pode ser uma garantia de producdo energética para o futuro. Para
producédo de E2G pode-se utilizar residuos e coprodutos da agroindustria aproveitando a
celulose da estrutura quimica para conversdo em agucar para uma posterior fermentagéo
alcodlica. Como ja mencionado, essas celuloses ndo estdo totalmente acessiveis as
enzimas devido a interacdo dos componentes da lignocelulose (recalcitrancia). A
recalcitrancia é um dos principais focos de estudo em todo o0 mundo, quanto a produgédo
de etanol de segunda geracéo.

Nesse sentido, a comunidade cientifica tem encontrado algumas dificuldades
para producdo do biocombustivel E2G, tais como:

e Melhoria das caracteristicas estruturais da matéria-prima;

e  Aperfeicoamento da etapa de pré-tratamento da biomassa;

e Aumento da eficiéncia da hidrélise enzimatica de biomassa e diminuicéo
dos custos de producao de enzimas;

e Desenvolvimento de estratégias fermentativas eficientes dos agucares
provenientes da hidrélise enzimatica.

Sendo entdo, a hidrélise enzimatica ainda € um fator limitante na producdo de
biocombustiveis de segunda geracdo. Estudos mais aprofundados sobre producdo e
aplicacdo de LPMOs, como o presente trabalho, podem ajudar na reducdo da
recalcitrancia da biomassa, e consequentemente reduzir 0 gasto com 0s coquetéis
enzimaticos. Uma vez que o0 acesso das enzimas a celulose é melhorado pela agédo
dessas oxidases, menores quantidades de enzimas seriam suficientes para degradar a

celulose com a mesma ou maior eficiéncia.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Obter mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) de origem flngica
produzidas por Komagataella phaffii, e avaliar o efeito da adi¢do dessas proteinas aos
extratos brutos de fungos produtores de celulases (Trichoderma reesei RUT-C30) ¢ f3-
glicosidase (Aspergillus aculeatus F-50), durante a hidrdlise enzimética de bagaco de

cana-de-acgUcar pré-tratado por auto-hidrolise.
4.2 Objetivos especificos

e Objetivo especifico 1: Selecionar genes de LPMOs de fungos, clonar em vetor
de expressdo pPICZaA e transformar K. phaffii;

e Objetivo especifico 2: Selecionar transformantes de K. phaffii que produzam as
LPMOs heterdlogas e purificar as proteinas secretadas;

e Objetivo especifico 3: Analisar a eficiéncia do processo de producdo e
hidrolise do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por auto-hidrolise com

coquetel enzimético contendo a LPMO heterdloga produzida por K. phaffii.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Selecdo e sintese de genes candidatos

A selecdo dos genes de LPMOs de fungos filamentosos foi realizada utilizando e
as bases de dados de dominio publico CAZY (Carbohydrate-Active enZYmes Database)
e NCBI (National Center for Biotechnology Information). Foram seguidos as seguintes
metodologias de trabalho para selecdo dos genes candidatos: revisao de literatura e de
patentes, analise filogenética, taxonomia e biologia das espécies e capacidade de
degradacdo de polissacarideos. Dessa forma, cinco genes foram selecionados
provenientes de fungos das classes Ascomycota e Basidiomycota (microrganismos 1 a
5). Também foi selecionado para sintese um gene de LPMO (TrCel61A) do fungo
ascomiceto Trichoderma reesei, ja caracterizada na literatura quanto a sua atividade
enzimatica (Pierce et al., 2017), utilizado como modelo e padrdo de comparacdo nas
etapas posteriores do trabalho.

Apesar dos estudos de Tanghe et al. (2015) demonstrar que o peptideo sinal
nativo para secre¢do tenha sido mais eficiente, optamos por substituir a sequéncia do
peptideo sinal nativo para secrecdo das proteinas pela sequéncia sinal denominada a-
factor, nativa de Saccharomyces cerevisiae existente no vetor de expressdo de K.
phaffii, pPICZaA (Life Technologies — Figura 8) uma vez que existem mais trabalhos

utilizando esse sinal de secrecéo.

Xho It

Figura 8 - Mapa do vetor pPICZaA

Apos a remocdo das sequéncias nao-alvo (peptideo sinal nativo), foi necessario

fazer andlise destes genes modificados, de forma a garantir a integridade do frame (fase
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de leitura) das construgdes para subclonagem no vetor de expressdo (pPICZaA). Nesta
etapa, também foram inseridos dois sitios de restricdo: um para a enzima EcoRI
(extremidade 57) e outro para Xbal (extremidade 37). As construgcdes foram analisadas
utilizando o programa Geneious versdo 7.1.8., e foi necessério adicionar dois
nucleotideos antes do sitio da enzima de restricdo Xbal, com o objetivo de manter as
construcdes em frame (essencial para a tradugdo correta das proteinas).

As sequéncias foram submetidas e otimizadas na plataforma GeneArt (Life
Technologies), e posteriormente, foram sintetizadas e clonadas em vetor de expressao
para K. phaffii. Os nomes das espécies e sequéncias selecionadas ndo estdo presentes no
documento devido a contratos de confidencialidade, sendo assim, 0s genes serdo
nominados de 1 a 5, sendo 1 a 3 provenientes de Basidiomycota e 4 e 5 provenientes de
Ascomycota. Os processos de clonagem e indugdo dos genes microbianos (fungos) de
LPMOs estdo sumarizados no Diagrama de Blocos da Figura 9. Esta etapa foi realizada
em conjunto com Dra. Kelly Barreto Rodrigues (Embrapa Agroenergia)

genes selecionados

Selegéo e Transformagéo Meio LB agar, Sk O
. ' . do DNA plasmidial
sintese de de E. coli por L 0; (zeocina 25 pg/pl)- » 7
= } D com Eco RI (5') e
genes eletroporacéo E coli 37°C,16-20 h Xba | (3)
(DH108B) ’
Extragdo de DNA
- YPDS com zeocina Transformacgéo plasmidial- obtengéo
pPICZc:A (100 pg/pL) - 30 °C, de K. phaffii por da quantidade
: 72h eletroporacao necessaria de DNA
Sy - (5—10 pg).
: Western I
vimer &' EcoRi Xbal m Blot ,{ )
io&fr, - ‘ Linearizagéo
) com Sac |
lisTag
— SDS-

Primer 3'
AOX Rev PAGE

Figura 9. Representacdo esquematica do processo de clonagem e inducdo dos genes de LPMOs
selecionados.

5.2 Preparacao de células eletrocompetentes de E. coli

Células eletrocompetentes de E. coli DH10B foram preparadas para transformacdo por
eletroporacdo, adaptando o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001), detalhado

a seguir:
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e Pré-inoculo de E. coli, cepa DH10B, foi feito em 10 mL de meio Luria Bertani
(LB -triptona — 1%, extrato de levedura — 0,5% e NaCl — 1,0%, pH 7) por 16 a
20 h, sob agitacdo de 4 g a 37°C.

e Cinco mL deste pré-inoculo crescido overnight foram inoculados em 200 mL de
meio LB e incubados sob as mesmas condigdes, até atingir densidade dptica
(DO - 600nm) entre 0,4 e 0,6.

e Depois de atingir essa DO, as células foram colocadas no gelo por 30 min. Em
sequida, foi feita centrifugacdo a 15009 por 25 min a 4°C. Foi descartado o0
sobrenadante e o pellet ressuspendido em 25 mL de &gua, outra centrifugacdo foi
realizada a 1500g por 25 min a 4°C, etapa realizada duas vezes.

e Uma nova centrifugacdo foi realizada a 2000g por 15 min a 4°C. O pellet foi
ressuspendido em 15 mL de glicerol 10%. Uma ultima centrifugagdo sob mesma
condicdo e o pellet novamente ressuspendido em 500 pL de glicerol 10%
gelado.

e Aliquotas contendo 50 pL de celulas competentes foram preparadas e estocadas

a -80°C ateé a sua utilizacao.

O teste de competéncia das celulas foi feito com 0,1 ng do vetor comercial pUC19
(Invitrogen). Cinguenta microlitros de células eletrocompetentes foram adicionados ao
vetor e apds isso todo o volume foi retirado e adicionado na cubeta de eletroporacéo.
Essas cé¢lulas foram levadas ao eletroporador a 1,8 kV, 200 Q e 25 uF. Para remover as
células da cubeta foram adicionados 800 puL de meio SOC (extrato de levedura — 0,5%,
NaCl — 10 mmol/L, KCI - 2,5 mmol/L, MgCl2— 10 mmol/L, triptona — 2%, e glicose —
20 mmol/L), as quais foram transferidas para novo tubo e incubadas a 37°C por 1 h,
com agitacdo de 4 g. Apbs esse periodo foram plaqueados 100 pL das células
transformadas em meio LB-agar (triptona — 1,0%, extrato de levedura — 0,5%, NaCl —
1,0% e agar bacteriologico — 1,5%, pH 7) contendo ampicilina (100 pg/mL), X-Gal (80
pg/mL) e IPTG (0,5 mM) para selecdo das células transformadas. As placas foram
incubadas a 37°C por aproximadamente 16 h, até a obtencdo de coldnias. Apos esse
periodo, foi realizada a contagem de UFC/ug de DNA, dividindo o nimero de coldnias
crescidas na placa (UFC — Unidades Formadoras de Coldnias) pela quantidade de

microgramas (ug) de DNA utilizado na transformacéo.
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5.3 Transformacdo de E. coli com o vetor pPICZoA contendo os genes de
LPMOs de fungos

Os 6 genes sintetizados de LPMOs de fungos foram recebidos clonados em vetor
pPICZoA na forma liofilizada, contendo 5 pg de DNA. Estes foram entéo
ressuspendidos em 50 pL de tampéo de eluigdo (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, pH
8,0), para serem armazenados a uma concentracdo estoque de 100 ng/uL. As
transformagdes de E. coli foram realizadas com 2 pL do DNA plasmidial previamente
diluido do estoque (10 ng/uL), nas mesmas condicdes anteriores. Imediatamente apds a
eletroporagédo, adicionou-se 800 pL de meio SOC na cubeta, as quais foram transferidas
para um novo tubo e incubadas a 37°C por 1 h, sob agitacio de 4g.
(SAMBROOK;RUSSEL, 2001). Em seguida, as células foram plaqueadas em meio de
cultura LB Agar contendo zeocina (25 pg/mL) e crescidas a 37 °C, por 16-20 horas

5.4 Extracdo de DNA plasmidial de E. coli

De cada transformacéo, foram selecionadas trés col6nias de E. coli transformadas, que
entdo foram inoculadas em 3 mL de meio LB contendo zeocina (25 pg/mL) e incubadas
a 37°C por 16-20 h, sob agitacdo de 4 g.

Para confirmar a transformacdo foi feita a extracdo do DNA plasmidial utilizando o kit
‘QIAGEN Plasmid mini Kit’ e entdo realizada a clivagem do DNA plasmidial (50
ng/uL) com EcoRI 5 U/uL (extremidade 57) e Xbal 10 U/uL (extremidade 37). Os
reagentes foram misturados (volume final de 10 pL) e as reacdes foram incubadas a
37°C por 16 a 20 h. A andlise foi feita com uma aliquota do material digerido em gel de

agarose 1% (Tabela 1), corado com brometo de etideo e visualizado sob luz UV.

Tabela 1. Preparacdo de gel de agarose 1%.

Reagentes Quantidade

Tampdo de corrida TAE 1X
(Thermo Scientific)

100 mL

Agarose lg

Brometo de etideo 4 uL (10 mg/mL)
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55 Transformacdo de K. phaffii com os plasmideos recombinantes
(pPICZalphaA) contendo as LPMOs de fungos

Preparacéo dos plasmideos

Depois de confirmada a transformacgdo de E. coli, foi feita outra extracdo de DNA
plasmidial utilizando kit ‘QIAGEN Plasmid Midi Kit’ para obtencdo da quantidade
53! hecessaria de DNA plasmidial (5-10 pg). Antes de transformagao de K. phaffii (X-33)
foi feita analise in silico das sequéncias, utilizando a ferramenta online NEBcutter V2.0,
para verificar se existia apenas um Unico sitio de restricdo para essas enzimas. Dessa
forma, a enzima selecionada para linearizar esses vetores foi a Sacl (Invitrogen).
Aproximadamente 5 pg de DNA plasmidial foram linearizados com a enzima de
restricdo Sacl, utilizando-se os seguintes reagentes: tampdo Sacl 10X, Sac | 10 U/uL e
agua destilada para um volume final de 100 pL. Os reagentes foram misturados com o
DNA plasmidial e as reagdes foram incubadas a 37°C por 16 a 20 h, resultando na
linearizacdo do plasmideo.
Esta linearizacdo € necessaria para que ocorra a integracdo do gene de interesse no
genoma da levedura, uma vez que o DNA plasmidial é circular e 0 DNA da levedura é
ndo-linear, assim é necessario para a insercdo do vetor no genoma do fungo. Apos este
periodo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, para confirmar a
linearizacdo dos plasmideos, que foram entdo purificados por precipitacdo com etanol
(SAMBROOK;RUSSEL, 2001), como descrito a seguir. Primeiramente, foi adicionado 1/10
do volume em cada tubo de plasmideo linearizado de acetato de sddio 3 mols/L e 2,5
vezes 0 volume de etanol e incubados por 1 h a -80°C. Depois as amostras foram
descongeladas lentamente em banho de gelo e centrifugadas por 15 minutos a 12000 x
g, lavadas com 1 mL de etanol 70% e secas em concentrador a vacuo por 3 min. Essas
5.5.2amostras foram ressuspendidas em 10 pL de agua destilada, sendo este o volume que foi

utilizado na transformacéo de K. phaffii.
Preparacao de células eletrocompetentes de K. phaffii

Antes de iniciar a transformacdo com os plasmideos previamente preparados, foi
necessario preparar as células da levedura K. phaffii para torna-las eletrocompetentes.
As transformagdes foram feitas de acordo com o protocolo ‘EasySelect™ Pichia

Expression Kit’ (Invitrogen).
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e Uma Unica colbnia de K. phaffii, linhagem X-33, crescida em placa contendo o
meio Yeast Extract Peptone Dextrose+Sorbitol (YPDS - extrato de levedura —
1,0%, peptona — 2,0%, glicose — 2,0%, sorbitol — 1 mol/L e agar — 2,0%) foi
inoculada em 10 mL de meio YPD e incubada a 28°C, 7 g por 18 a 20 h.

e Aliquota de 1 a 3 mL deste pré-inoculo crescido overnight foi inoculada em 200
mL de meio YPD e incubado sob as mesmas condi¢des, até atingir DO 600nm
entre 1,3e 1,5.

e As células foram centrifugadas a 1500 x g por 5 minutos a 4°C, quatro vezes. A
primeira centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido
em 200 mL de &gua Mili-Q estéril gelada. Na segunda, o pellet foi
ressuspendido em 100 mL de &gua Mili-Q estéril gelada. Na terceira, em 20 mL
de sorbitol 1 mol/L gelado. E na quarta centrifugacdo, as células foram
ressuspendidas em 0,4 mL de sorbitol 1 mol/L gelado. Aliquotas contendo 80
ML de células competentes foram mantidas no gelo até a realizagdo da
transformag&o. Diferentemente das células de E. coli, as leveduras ndo podem
ser armazenadas a -80°C para uso posterior por nao resistir a temperaturas muito

baixas (SAMBROOK;RUSSEL, 2001).
Transformacéo de K. phaffii

A transformacdo ocorreu adicionando-se 5 pg de DNA plasmidial linearizado
juntamente com 80 pL de celulas X33 eletrocompetentes em cubetas. Apds 5 min de
incubacgdo no gelo, a eletroporacdo foi realizada com os seguintes parametros: 1500 V,
25 UF, 400 Q. Imediatamente, as leveduras foram removidas da cubeta adicionando-se 1
mL de sorbitol 1 mol/L gelado e transferindo para um tubo estéril de 15 mL. O frasco
foi incubado a 30°C, sem agitacdo, por 2 h. Apds esse periodo, foram plagueados 100
pL de cada transformacdo em YPDS com zeocina (100 pg/pL) e incubadas a 30°C, por
até 72 horas. As coldnias que cresceram foram repicadas em placas para cultura de
células com 96 pocos (deep well) contendo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) e
zeocina (100 pg/uL) por até 48 horas, e, posteriormente, criopreservadas (glicerol
30%).
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Selecéo de transformantes de K. phaffii por PCR

Apos a transformacao, foi feito um screening dos transformantes de K. phaffii por meio
de PCR utilizando DNA gendmico de K. phaffii como molde, o qual foi obtido através
5 5 4da lise das leveduras utilizando o protocolo adaptado do manual EasySelect™ Pichia
Expression Kit. A concentragdo foi determinada pela leitura do DNA gendmico em
espectrofotdmetro. O DNA foi entdo diluido para se obter uma concentracdo abaixo de
10 ng/uL. Para realizar a PCR, foram utilizados primers especificos que flanqueiam as
regides 5°e 3" do promotor AOX1, o qual é responsavel pela maior parte da atividade
alcool oxidase da célula.
Caso a insercdo de gene heter6logo em K. phaffii ocorra na regido do promotor AOX2,
resulta na reducdo da capacidade das leveduras metabolizar metanol, passando a ser
denominada Mut® (Methanol utilization slow). Porém, se a inser¢do ocorrer regido do
promotor AOX1 as leveduras passam a ter capacidade de metabolizar metanol como
Unica fonte de carbono e resulta em células capazes de crescerem bem em meio com
metanol. Essas células sdo denominadas Mut* (Methanol utilization plus). A linhagem
utilizada de K. phaffii foi a selvagem X-33, sendo assim, ela possui 0 promotor AOX1,
entdo demos prioridades aos transformantes com o padrdo Mut+, que € observado na
PCR por visualizacdo de duas bandas com os tamanhos de 2.200 pb e o tamanho do
gene mais 588 pb, provenientes do vetor.
Cada reacdo de PCR continha: 1X de 10X Reaction Buffer (Invitrogen), 3,7 mmol/L de
MgClz, 0,2 mmol/L de dNTPs 10 mmol/L (Invitrogen), 0,8 mmol/L de primer 5"’ AOX1
Forward, 0,8 mmol/L de primer 3"’ AOX1 Reverse, 5-20 ng de DNA, 1,0 U de Platinum
Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e agua destilada para um volume final de 25 pL.
Para a amplificacdo, foi feita uma desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento do primer a 54°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 4 minutos. A extensdo final foi a 72°C por 10 minutos.
Apo6s amplificado, o fragmento foi confirmado por eletroforese em gel de agarose 1%.
As transformacBes que tiveram os padrbes de bandas com 2 fragmentos diferentes
foram escolhidas para realizacdo da inducdo uma vez que sdo determinadas

fenotipicamente como Mut™*.
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5.6 Cultivo dos transformantes de K. phaffii e analise da producdo de proteina
heterdloga

Depois de confirmada a transformagdo de K. phaffii por PCR, foi iniciado o
cultivo (com a inducdo da expressdo génica com metanol) para verificar se as proteinas
codificadas pelos genes de LPMOs estavam sendo produzidas e secretadas. Esta etapa
foi realizada conforme descrito no manual ‘EasySelect™ Pichia Expression Kit’, com
adaptacOes relacionadas a concentracdo de metanol. O sobrenadande foi coletado e
centrifugado para remover as células, permanecendo as proteinas solubilizadas no meio.
A confirmagdo da producdo das LPMOs foi feita por immunoblotting utilizando
anticorpo anti-Histag e SDS-PAGE com corante Coomassie Blue R-250.

5.7 Analise das proteinas secretadas por K. phaffii por SDS-PAGE e Western Blot

Apbs o cultivo em condigBes indutoras, as amostras do sobrenadante foram
avaliadas por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% e Western Blot,
para o qual foi utilizado o anticorpo Anti-HisTag (Sigma), uma vez que todas as
proteinas foram clonadas in frame com a cauda de histidina existente no vetor pPICZaA
(Figura 8). A analise de SDS-PAGE e de Western Blot foram realizadas de acordo com

protocolo de Sambrook e Russel (2001).
5.8 Purificacdo da proteina heterdloga produzida por K. phaffii

A LPMO de Trichoderma reesei, clonada em K. phaffii, foi expressa fusionada a uma
cauda de histidina (His-Tag) na sua extremidade C-terminal, possibilitando etapas de
purificacdo utilizando colunas cromatogréficas de afinidade contendo niquel (HisTrap™
HP, 5 mL — GE Healthcare). A purificacéo foi feita em sistema AKTA Pure 28 M1 (GE
Healthcare Life Sciences), com coluna HisTrap™ HP.

A proteina marcada com Histag foi eluida com o tampéo de elui¢do (Tris-HCI 50 mM
pH 7,8, NaCl 150 mM, imidazol 250 mM) e a fracdo contendo a enzima recombinante
foi dessalinizada e concentrada com a coluna “Spin Column Protein Concentration 3K”
(GE Healthcare), com 20 mM Tampéo de fosfato de sédio pH 7,4.

Apo6s a purificacdo da proteina, foi feita uma diluicdo do imidazol na amostra
purificada, concentrando em Vivaspin 20 (10 kDa MWCO - GE Healthcare) e diluindo
com tampdo fosfato de sddio 20 mM pH 7,4.

Apo6s a lavagem em Vivaspin, foi quantificada a proteina purificada através da

determinacdo de proteinas sollveis por espectrofotometria - método BCA da Thermo
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Scientific. Foi feito também Western Blot da proteina purificada a fim de verificar se a
purificacdo ocorreu como previsto.

Primeiramente preparou-se 0s pontos da curva padrdo utilizando as concentragdes de
0,05 a 2,0 mg/mL, a solucdo padrdo de albumina de soro bovino (BSA, do inglés bovine
serum albumin) 2 mg/mL e solucdo tampéo citrato de sédio 0,1 mol/L como diluente.
Essas amostras foram homogeneizadas e suas absorbancias lidas em espectrofotdmetro
a 562 nm. Para quantificacdo das proteinas foram utilizadas todas as amostras dos
cultivos do biorreator de 1L, Erlenmeyer de 250 mL e 1000 mL, de todos os tempos (0 a
120h). Foram retiradas aliquotas de 25 pL de cada amostra previamente diluida (100
vezes) em microplaca e a cada pog¢o 200 pL do reagente do kit foram adicionados. A
microplaca contendo as amostras foi agitada por 30 segundos; incubada a 37°C por 30

min e logo apos o seu resfriamento foi feita a leitura no espectrofotdmetro a 562 nm.

5.9 Hidrdlise enzimatica de biomassa vegetal

Pré-tratamento da biomassa vegetal — bagaco de cana-de-acucar
59.1

Para a realizacdo da etapa de hidrdlise enzimatica utilizando os extratos brutos
foi utilizada a biomassa bagaco da cana-de-agucar, pré-tratada por auto-hidrélise antes
da hidrdlise enzimatica. As condi¢cdes do pré-tratamento foram: 300 g da biomassae 3 L
de &gua para a auto-hidrolise do material que ocorreu por 2 horas na temperatura de
180°C em reator Parr (capacidade para 19 L). Para a hidrolise foi determinado o peso
seco das biomassas. Aproximadamente 1 g da biomassa foi coletado (em triplicata) em

s.9.2placas de Petri e levado a estufa por 24 h a 100°C.
Escolha dos fungos para a hidrdlise enzimatica

Foi realizada a avaliacdo do efeito da adicdo da LPMO Cel6la do fungo T.
reesei produzida por K. phaffii em dois extratos brutos enzimaticos na hidrolise de
biomassa vegetal. Para isso, foram escolhidos dois fungos, conhecidos como produtores
de enzimas B-glicosidases (Aspergillus aculeatus F-50) e celulases (Trichoderma reesei
ATCC® 60787, Rut-C30), para produzir extratos enzimaticos brutos. Também
apresentaram resultados significativos em outros experimentos realizados na Embrapa

Agroenergia (dados ndo apresentados).
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Extratos brutos enzimaticos e atividades enzimaticas

Os fungos selecionados foram crescidos em meio nutriente (50 mL), Tabela 2,

acrescido de uma fonte de carbono, a borra do dendé (1,250 g). Os fungos cresceram
5 9. P0r 5 dias. Em seguida, foram transferidos para tubos Falcon de 50 mL e centrifugados
por 10 minutos a 21952 g e, posteriormente, filtrados a vacuo.

Os extratos brutos foram armazenados em geladeira acrescidos de azida sédica
na concentracdo final 0,2%. Afim de verificar a presenca de proteinas foi feita uma
quantificacdo de proteinas totais realizada pela determinacdo de proteinas solUveis por
espectrofotometria - método BCA da Thermo Scientific.

Tabela 2 Meio de cultura utilizado para crescimentos dos fungos filamentos selecionados para produgédo
de celulases totais (FPase) e B-glicosidase.

Componentes Massa p/ 1L
Uréia 0,309
Peptona 0,759
Extrato de levedura 0,259
(NH4)2S04 149
K2HPO, 2,04
MgSO4.7H20 0,39
CaCl2.2H,0 044
ZnS04.7H0 1,4 mg
FeS04.7H.0 5,0 mg
CoCl..6H20 2,0 mg
MnSQO4.H20 1,04 mg
> Borra 6leo de dendé (tridecantador) 1,250 g

Atividade de B-glicosidase

Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 100 pL do extrato enzimatico e
100 pL de celobiose 15 mM (substrato). O branco do substrato foi feito substituindo-se
0 volume da enzima por tampao citrato de sodio/acido citrico 0,1M pH 5.0 e o branco
da enzima substituindo-se a celobiose por tampéo. A reacdo foi feita em termociclador
por 30 minutos a 50°C, seguido por uma reagdo de 95°C por 10 minutos (Ghose, 1987).

Posteriormente, 2,5 ulL da reagdo foram transferidos para microplacas do tipo Elisa e
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250 pL de reagente Glicose oxidase - Bioclin® foram adicionados. Incubou-se por 10
minutos a 37°C, e finalmente foi feita leitura em espectrofotdmetro a 505 nm.

Para o célculo de atividade, foi realizada uma curva analitica de glicose com 2,5
uL de cada uma das dilui¢des em triplicata da Tabela 3 ¢ 250 uL de Glicose oxidase -
Bioclin® em placa Elisa, para posteriormente serem incubados por 10 minutos a 37°C.
Em seguida, foi feita leitura em espectrofotometro a 505 nm. Uma equacéo da reta foi
obtida (y = ax + b), substituindo-se em x os valores de absorbancias (abs) e y a
concentracdo de glicose. O valor da absorbancia de cada ponto corresponde ao valor
absoluto de glicose a ser estimado no calculo de atividade. Uma unidade de f-
glicosidase (Ul.mL™?) foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa o

substrato para gerar 1 pmol de glicose por minuto.

Tabela 3. Curva analitica de glicose — Beta-glicosidase

Média abs | Glicose total (mg)
0,0022 0
0,0890 0,050
0,1408 0,100
0,2694 0,165
0,3962 0,250

Uma nova curva foi feita a cada novo experimento. Dessa forma, obteve-se a
quantidade de glicose (mg) contida em cada um dos ensaios ou controles; o valor obtido
para as amostras dos ensaios (mg de glicose), subtrair a quantidade de glicose do branco

5 9 sda enzima e do branco do substrato, obtendo-se entdo o valor de “glicose real gerada”

Atividade FPase

Foi utilizado o método descrito por Xiao et al. (2004). Em placas de 96 pog¢os, foram adicionados 20 puL
do extrato enzimatico e 40 pL de tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1M pH 5.0. Como substrato
usou-se discos de papel filtro tipo Whatman®. O branco do substrato foi feito substituindo-se o volume
da enzima por tampdo, e o branco da enzima sem adi¢do do disco de papel. A reagdo foi feita em
termociclador por 60 minutos a 50°C. Posteriormente, adicionou-se 120 pL de solugdo de DNS (acido 3,5
— dinitrosalicilico) e incubou-se em termociclador a 95°C por 10 minutos. Trinta e seis microlitros da
reacdo foram diluidos em 160 puL de 4gua deionizada em placas Elisa, e foi feita leitura em
espectrofotbmetro a 540 nm de comprimento de onda. Para o célculo de atividade, foi realizada uma
curva analitica de glicose (

Tabela 4) com 20 pL das diluigdes de glicose, 20 pL de solu¢do tampdo e
120 uL de DNS em placa de 96 pogos, para posteriormente serem incubados em
termociclador por 10 minutos a 95°C. Uma aliquota de 36 puL foi diluida em 160 pL de

agua deionizada em placa Elisa para leitura em espectrofotometro a 540nm. O valor da
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absorbancia de cada ponto corresponde ao valor absoluto de glicose a ser estimado no
calculo de atividade. Uma unidade de celulase total (Ul.mL™) foi definida como a
quantidade de enzima que hidrolisa o substrato para gerar 1 umol de glicose por minuto.

Uma nova curva foi feita a cada duas semanas durante cada novo experimento.

Tabela 4. Curva analitica de glicose — Fpase

Média abs | Glicose total (mg)
0,0010 0
0,0483 0,0400
0,0932 0,0660
0,1535 0,1000
0,2380 0,1340

Planejamento experimental da hidrolise enzimatica

5.9.6 O planejamento experimental foi utilizado para avaliar qual proporcdo de
misturas de proteinas acarretard maior liberacdo de agucares sollveis nos experimentos
de hidrdlise enzimética das biomassas pré-tratadas.

O efeito da presenca da LPMO em uma proporcdo de enzima ideal foi avaliado
usando um planejamento experimental de mistura simplex lattice, utilizando Statistica
™ versdo 9. O efeito da mistura de extratos brutos de T. reesei ATCC® 60787
(Componente A), A. aculeatus F-50 (Componente B) e LPMO purificada produzida por
K. phaffii (Componente C) foi avaliado em funcdo da producéo de glicose a partir de
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por auto-hidrolise. O planejamento experimental
consistiu em uma série de 10 experimentos, com 3 tratamentos de mistura de duas
enzimas, 6 tratamentos de mistura de trés enzimas e um ponto central (Tabela 5). A
LPMO ndo foi purificada em quantidades suficientes para serem utilizadas em conjunto

com as enzimas celuloliticas, de modo que os componentes A e B foram restritos a

valores minimos em cada experiéncia (A= 0,2 e B20,2). Assim, a soma de todos 0s

componentes em misturas foi de 100% com carga total de 50 mg de proteina por ‘g’ de
glucana na biomassa. A liberacdo de glicose foi aplicada como variavel dependente para
analise estatistica. As previsdes do modelo de cada tratamento foram validadas
experimentalmente. O modelo proposto foi avaliado por ANOVA e F-test. O

significado estatistico foi relacionado com um Fcai) > Fan).
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Tabela 5. Matriz de planejamento de mistura para simplex lattice e efeito quadratico, inseridas as
restricdes, para hidrdlise enzimatica de biomassas vegetais com misturas de extratos fungicos. A: extrato
bruto de Trichoderma reesei ATCC® 60787. B: extrato bruto de Aspergillus aculeatus F-50 e C: LPMO-
TrCel61A purificada produzida por K. phaffii.

A B C
1 0,8 0,2 0
2 0,2 0,8 0
3 0,2 0,2 0,6
4 0,5 0,5 0
5 0,5 0,2 0,3
6 0,2 0,5 0,3
7 0,6 0,3 0,1
8 0,3 0,6 0,1
9 0,3 0,3 0,4
10 04 0,4 0,2

Foi avaliada duplicata dos experimentos 8, 9 e 10 para estimativa da
variabilidade da andlise. Estas foram consideradas individualmente nos planejamentos.
Os resultados experimentais foram analisados no software Statistica® 7.0, para todos 0s
casos foi considerado um nivel de significancia p > 10%.

A hidrolise ocorreu com 0,8 g de biomassa Umida pre-tratada, sendo assim foi
possivel fazer os célculos do volume utilizado de cada extrato bruto em relagdo ao
resultado do BCA dado em mg/mL para padronizar a hidrélise que foi realizada
utilizando 5% de solidos totais + 12,5 mg de proteinas. Para isso, o volume final da
hidrolise foi completado com tampédo citrato de sodio/acido citrico 100 mM pH 5.0
baseado na quantidade de amostra seca do material utilizada na hidrolise. A hidrélise foi
feita em placas deepwell de 24 pogos com agitacdo de 7 g e a 50°C.

Foi feita uma mistura enziméatica com 3 componentes no planejamento sendo 0s
componentes A e B o0 extrato enzimatico de T. reesei e de A. aculeatus,
respectivamente, e o componente C a LPMO-TrCel61A purificada. A hidrolise foi
conduzida por 24 h, em triplicata, sendo coletados o tempo 0 h e o tempo 24 h. A leitura
de glicose liberada foi feita melo método enzimatico colorimétrico com a glicose

monoreagente (Bioclin®), e analisando-se em leitor (Molecular Devices).
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Validagédo do planejamento experimental

Com o planejamento experimental, foi possivel predizer qual foi a melhor

propor¢do de misturas para 0s 3 componentes e prever a quantidade de glicose que sera

5 o ,liberada para essa mistura. Para validar o planejamento experimental foi feita hidrélise

enzimatica com as 3 misturas enzimaticas, em triplicata, com as mesmas condicfes de
temperatura e agitacdo utilizando-se apenas a relagdo das misturas que foram preditas.

A leitura da glicose liberada foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE, em inglés: High performance liquid chromatography, HPLC - Agilent Infinity

1260) seguindo as seguintes condicgdes: Detector: RID; Coluna: Aminex HPX-87H

(BioRad); Temperatura da coluna: 45 °C; Fase movel: H.SOs 5 mM; Fluxo: 0,6

mL/min.

Cinética de hidrélise enzimatica

598
Apo6s a validagdo foi realizada a cinética de hidrolise enzimatica, 0s

experimentos foram realizados em triplicada e por 48 horas, aliquotas foram retiradas
no tempo 0, 4, 8, 24 e 48 horas. Foram feitas 5 hidrolises enzimaticas padronizadas com
5% de solidos totais + 12,5 mg de proteinas:

e Hidrolise 1. Componente A (Extrato bruto de T. reesei) + Componente B
(Extrato bruto de A. aculeatus) acrescido de 2mg de LPMO-TrCel61A
purificada.

e Hidrolise 2: Componente A (Extrato bruto de T. reesei) + Componente B
(Extrato bruto de A. aculeatus).

e Hidrolise 3: Celluclast 1.5L (Novozymes)

e Hidrodlise 4: Cellic CTec2 (Novozymes)

e Hidrodlise 5: Cellic CTec3 (Novozymes)

As aliquotas foram analisadas em HPLC sob as mesmas condicdes apresentadas
no item 5.9.7, porém, além da glicose também foram analisados celobiose e xilose

liberadas.
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7 PRODUGCAO DE MONO-OXIGENASE LITICA DE POLISSACARIDEO DE
TRICHODERMA REESEI (TRCEL61A) POR KOMAGATAELLA PHAFFII E
SEU EFEITO NA HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSA PRE-
TRATADA

Observagdo: resultados experimentais descritos no formato de artigo
cientifico a ser submetido em revista indexada com fator de impacto

relevante e qualis minimo B1.

Resumo

As mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) sdo enzimas de atividade
oxidativa, as quais tém sido o foco de diversos estudos como elementos auxiliares de
celulases e hemicelulases na conversao de coprodutos e residuos lignoceluldsicos. Esses
materiais podem ser oriundos da agroindustria e, pela acdo das enzimas sdo convertidos
em mondmeros de hexose e pentoses, que podem ser utilizados em processos
fermentativos para obtencdo de alcoois (p.ex: etanol) e outros bioprodutos. Neste
trabalho, uma LPMO de Trichoderma reesei (LPMO-TrCel61A) foi produzida com
sucesso pela levedura Komagataella phaffii (Pichia pastoris). A LPMO-TrCel61A foi
utilizada como modelo, e adicionalmente cinco novas LPMOs de Basidiomycota e
Ascomycota foram selecionadas a partir do banco de dados CAZy para serem clonadas
em vetor de expressdo de K. phaffii (pPICZalphaA). Os resultados mostraram que K.
phaffii foi transformada com os 6 genes de LPMOs de fungos, porém a producéo
heterdloga foi observada apenas para a LPMO de T. reesei (TrCel61A). As enzimas
purificadas obtidos do cultivo de K. phaffii (LPMO-TrCel61A) foram aplicados na
hidrolise enzimética do bagaco de cana-de-acUcar pre-tratado por auto-hidrolise, como
aditivo aos extratos brutos contendo enzimas celuloliticas de Trichoderma reesei RUT-
C30 e Aspergillus aculeatus F-50. A adicdo da LPMO-TrCel61A junto aos dois extratos
brutos fungicos promoveu aumento significativo (cerca de 70%) na liberacao de glicose
quando comparado com os extratos utilizados individualmente (sem LPMO-TrCel61A)

ou contendo enzimas comerciais.

Palavras-chave: LPMO, Komagataella phaffii, Enzimas auxiliares, hidrélise

enzimatica, glicose.
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7.1 Introducéo

A medida que tem aumentado o consumo de fontes energéticas no mundo, ha uma
crescente preocupagdo com a disponibilidade em longo prazo dos combustiveis fosseis,
uma vez que sdo fontes de energia ndo renovaveis. Com isso, substituir os combustiveis
fosseis ou aumentar a disponibilidade de combustiveis utilizando fontes de energia
renovaveis é um desafio, que tem levado a implementacdo de novas estratégias de
producdo, como o uso de material de origem vegetal para a obtencdo de
biocombustiveis. A producdo de biocombustiveis utiliza matérias-primas como o milho,
a cana-de-acucar e a beterraba, podendo causar conflito de interesse entre a producéao de
alimento e a producdo de biocombustiveis (MOHANRAM et al., 2013), principalmente,
em regides com pouca disponibilidade de terras agricultaveis, como na Europa, por
exemplo.

Diversas pesquisas tém voltado a atencédo para o melhor aproveitamento na producéo de
biocombustiveis. As pesquisas tém voltado a sua atencdo para a producdo de
biocombustiveis de segunda geracdo (2G), que pode ser um ponto de integragdo com
setor de producdo de alimentos. Para producdo do etanol de segunda gercdo (E2G), por
exemplo, pode-se utilizar de matéria-prima proveniente das biomassas da agricultura ou
mesmo dos coprodutos lignoceluldsicos gerados na producéo do E1G (MUKTHAM et al.,
2016). Os materiais lignocelulésicos, provenientes de herbaceas, madeira dura e
madeira macia, sdo as principais matérias-primas utilizadas para a producdo de
biocombustiveis liquidos, particularmente o etanol (Dol;Kosual, 2004). Porém, para
disponibilizar aguUcares simples e permitir a fermentacdo, € necessario superar a
recalcitrancia da parede celular (HIMMEL et al., 2007; BENNATI-GRANIER et al., 2015).
As celulases sdo as principais enzimas que participam na desconstrucdo da
lignocelulose, hidrolisando a ligagdo glicosidica B-1,4 entre as moléculas de D-glicose.
(MAEDA et al., 2013). No entanto, a conversdo dos componentes macromoleculares dos
materiais lignocelulésicos depende da interacdo de diversos tipos de enzimas, tais
como: celulases, hemicelulases, ligninases e pectinases. Recentemente, tem sido
reportado um grupo de enzimas auxiliares chamadas mono-oxigenases liticas de
polissacarideos (LPMO), as quais possuem atividade oxidativa e interagem
sinergicamente com as enzimas hidroliticas para facilitar a despolimerizacéo da celulose

(IsAKSEN et al., 2014) ou hemicelulose.
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Existe uma grande diversidade catabolica entre 0s microrganismos que usam enzimas
como mecanismo para a utilizacdo de materiais lignocelulésicos como fonte nutritiva.
Essas enzimas tém sido caracterizadas ao longo do tempo e muitas possuem potencial
para serem utilizadas na obtencdo de diversos bioprodutos derivados de biomassas
vegetais, as chamadas biorrefinarias. Porém, os processos metabdlicos e crescimento de
alguns microrganismos produtores de enzimas de interesse é relativamente lento, sendo
um gargalo na aplicacdo em escala industrial. Nesse aspecto, essas enzimas tém sido
produzidas em hospedeiros heter6logos com crescimento rapido, tais como bactérias e
leveduras, como alternativa para obtencdo de quantidades suficientes da proteina para
caracterizacdo bioguimica e aplicacdo biotecnoldgica (LYND et al., 2002; DALY;HEARN,
2005). Deste modo, este trabalho teve como objetivo produzir a LPMO TrCel61A do
fungo Trichoderma reesei na levedura K. phaffii e aplicar essa proteina auxiliar em
misturas com enzimas fangicas (extratos brutos) para realizacdo de hidrolise enzimatica

de bagaco de cana-de-acUcar preé-tratado.

7.2 Material e métodos
791 Selecéo e sintese de LPMO de Trichoderma reesei

A selecdo do gene codificador da LPMO de Trichoderma reesei (TrCel61A)
(GenBank Y1113) foi realizada utilizando as bases de dados de dominio publico CAZY
(Carbohydrate-Active enZYmes Database) e NCBI (National Center for Biotechnology
Information). A sequéncia do peptideo sinal nativo para secrecdo da proteina foi retirada
do gene, uma vez que se optou por utilizar a sequéncia sinal existente no vetor de
Komagataella phaffii, (denominada a-factor, de Saccharomyces cerevisiae) (Life
Technologies). Apds a remocdo do peptideo sinal nativo, a sequéncia foi analisada
utilizando o programa Geneious versdo 7.1.8. e foi necessario adicionar dois
nucleotideos antes do sitio da enzima de restricdo Xbal, para garantir a clonagem do
gene em frame (traducdo correta das proteinas) com a cauda de histidina na regido C-
terminal do vetor pPICZoA. As sequéncias foram avaliadas na plataforma GeneArt
(Life Technologies), e, posteriormente, foram sintetizadas e clonadas em vetor de

expressao pPICZoA de K. phaffii.
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Clonagem e expressdo da LPMO de Trichoderma reesei (TrCel61A)

Células eletrocompetentes de E. coli, cepa DH10B, foram transformadas com o
vetor de expressdo pPICZaA, contendo o gene da LPMO TrCel61A. As células foram
- 5 yPlaqueadas em meio LB (Luria Bertani) agar, contendo 25 pg/mL Zeocina (Invitrogen),
e crescidas a 37 °C, por 16 a 20 horas. Seis transformantes de E. coli foram selecionados
e inoculados em 3 mL de meio LB, contendo Zeocina (Invitrogen), e incubados a 4 g,
37 °C, por aproximadamente 20 horas. Apds o crescimento das bactérias, a extracdo de
DNA plasmidial foi realizada utilizando o kit ‘GeneJET Plasmid Miniprep Kit’
(Thermo Scientific). A transformacdo foi checada por analise do padréo de restricdo do
plasmidio recombinante com as enzimas EcoRI e Xbal (New England BioLabs).

Apds confirmar a transformacdo de E. coli, a extragdo de DNA plasmidial foi
realizada utilizando o kit ‘QIAGEN Plasmid Midi Kit’ (Qiagen). Aproximadamente 10
pg do vetor pPICZaA contendo o gene TrCel61A foram linearizados com a enzima de
restricdo Sacl (Thermo Scientific) e células de K. phaffii X33 foram transformadas por
eletroporagdo, segundo o manual ‘EasySelect ™ Pichia Expression Kit (Invitrogen)’.
Placas de YPDS agar (Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol Medium) contendo 100
ug/mL Zeocina foram incubadas a 30°C por 48 ha 72 h.

A integracdo correta do gene TrCel61A no genoma de K. phaffii, isto é, por
substituicdo do gene aox1 e sob o controle do promotor AOX1 induzivel com metanol,
foi verificada por PCR com os iniciadores 5’AOX e 3'AOX. Os transformantes de K.
phaffii foram entédo triados quanto a producéo de proteina por inducdo com metanol, em
meio BMMY (1% de Extrato de Levedura, Peptona 2%, Metanol 0,5%, Tampao
Fosfato 100 mM pH 6,0, 1,34% YNB, 4X10°% de Biotina), em Erlenmeyer de 250 mL,
por 96 horas. A cada 24 horas, o0 meio foi suplementado com 0,5% (v/v) de metanol e

72.3aliquotas foram retiradas, a cada 24 horas, para posterior analise das proteinas

secretadas.
Analise da producéo e purificacdo da LPMO TrCel61A

Apo6s 96 horas de cultivo (inducdo com metanol), a analise da producdo e
secre¢do da proteina heterdloga foi realizada por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a
12% (m/v) e Western Blot, de acordo com o protocolo descrito no Manual de
Transformacao de Plantas Genéticas (Embrapa) (BRASILEIRO;CARNEIRO, 1998). Para a

purificacdo de TrCel61A aproximadamente 50 mL do cultivo foram centrifugados a
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3.000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi carregado
em coluna de purificacdo de proteina marcada com histidina HisTrap HP (GE
Healthcare) (1,60 x 2,50 ou 1,60 x 10 cm), previamente equilibrada com tampao de
ligacdo. O carregamento da proteina foi realizado usando o AKTA Pure purifier 100
(GE Healthcare). A proteina marcada com Histag foi eluida com o tampéo de eluicdo
(Tris-HCI 50 mM pH 7,8, NaCl 150 mM, imidazol 250 mM) e a fragdo contendo a
enzima recombinante foi dessalinizada e concentrada com a coluna “Spin Column
Protein Concentration 3K" (GE Healthcare), com 20 mM Tampao de fosfato de sodio
pH 7,4.

Biomassa vegetal

7.2.4Para a realizacdo da hidrdlise com os extratos brutos de fungos foi escolhida a biomassa
bagaco da cana-de-agUcar, que foi pré-tratada por auto-hidrolise antes da hidrélise
enzimatica. As condicdes do pré-tratamento foram: 300 g da biomassa e 3 L de agua
para a auto-hidrolise do material que ocorreu por 2 horas na temperatura de 180°C em
reator Parr (capacidade para 19 L). O reator foi gradualmente aquecido até atingir 180
°C, para posteriormente, iniciar a reacdo durante 40 minutos e agitacdo a 40 g. Uma vez
finalizado o tempo de reacdo, as amostras foram esfriadas e filtradas para retirar a agua

livre.
7.2.5
Fungos e hidrélise enzimatica

A avaliacdo da atividade enzimatica da LPMO TrCel61A foi realizada por meio de
analise do efeito de sua adicdo a outros 2 extratos brutos de fungos na hidrélise
enzimatica em uma biomassa vegetal. Para isso, foram escolhidos dois fungos, um rico
em enzimas [-glicosidases e outro em celulases totais, para produzir extratos
enzimaticos brutos. Os fungos selecionados foram o Trichoderma reesei ATCC® 60787
7'2'6(Rut-030) e 0 Aspergillus aculeatus F-50. Ambos foram selecionados a partir de dados

obtidos de atividades enziméaticas em experimentos na Embrapa Agroenergia.
Extratos brutos enzimaticos e atividades enzimaticas

Os extratos brutos foram obtidos em fermentacdo submersa dos fungos T. reesei
ATCC® 60787 e A. aculeatus F-50. Culturas fungicas continham 5% (m/v) da borra do

dendé e meio nutriente (extrato de levedura 0.3 g/L; peptona 0.75 g/L; ureia 4.99 mM;
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(NH4)2S04 10.59 mM; MgS04.7H20 1.22 mM; CaCl,.2H20 3.100 mM; ZnSO4.7H,0
4.86 uM; FeSO4.7H.O 17.98 uM; CoCl.6H.0O 8.40 uM; MnSO4.H.O 6.15 uM,;
Mandels & Weber, 1969).

Em frascos de 250 mL, foram inoculados 5 discos com micélio do fungo (5 mm
de didmetro) em 50 mL do meio nutriente para cada linhagem, independentemente. As
amostras foram incubadas a 28°C e 3 g por 5 dias. Extratos brutos foram obtidos através
da filtracdo a vacuo e centrifugacdo a 900 g, e posteriormente, adicionado 0,03 mM de
azida sodica para evitar contaminacao.

As atividades de FPase, xilanase e p-glicosidase foram medidas em ensaios
colorimétricos. As atividades de FPase e xilanase consistiram em medir os acucares
redutores liberados apds a reacdo de extratos brutos com papel de filtro Whatman® e
xilana de madeira de faia 1% (m / v), respectivamente, a 50 °C por 60 minutos. A
quantidade de acuUcares redutores foi quantificada pela reacdo do acido 3.5-
dinitrosalicilico (DNS) e medida a 540 nm em espectrofotdmetro (SpectraMax® 190,
Molecular Devices) (GHOSE, 1987; XIAO et al., 2004). A B-glicosidase foi determinada
por liberacdo de glicose a partir de celobiose 200 mM e hidrdlise de extratos brutos a 50
°C durante 30 minutos. A concentracdo de glicose foi determinada pelo método
GODPOD (Bioclin®) e medida a 505 nm (Adney & Baker, 1996; Ghose, 1987). Uma
unidade de atividade enzimatica (U / mL) foi definida como a quantidade de enzimas
que hidrolisam o substrato especifico para gerar um pmol de agticares por minuto.

Para quantificar as proteinas totais, foi realizada a determinacdo de proteinas soliveis
por espectrofotometria através do método do &cido bicinconinico (BCA) da Thermo

7.2.7Fisher Scientific Pierce™.
Planejamento experimental

O efeito da presenca da LPMO em uma proporcdo de enzima ideal foi avaliado
usando um planejamento experimental de mistura simplex lattice, utilizando Statistica
™ versdo 9. O efeito da mistura de extratos brutos de T. reesei ATCC® 60787
(Componente A), A. aculeatus F-50 (Componente B) e LPMO purificada produzida por
K. phaffii (Componente C) foi avaliado em funcdo da producéo de glicose a partir de
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por auto-hidrolise. O planejamento experimental
consistiu em uma série de 10 experimentos, com 3 tratamentos de mistura de duas

enzimas, 6 tratamentos de mistura de trés enzimas e um ponto central (Tabela 6). A
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LPMO ndo foi purificada em quantidades suficientes para serem utilizadas em conjunto
com as enzimas celuloliticas, de modo que os componentes A e B foram restritos a
valores minimos em cada experiéncia (0,2 < A <0,8 e 0,2 < B < 0,8) (Figura 10).
Assim, a soma de todos 0s componentes em misturas foi de 100% com carga total de 50
mg de proteina por ‘g’ de glucana na biomassa. A liberacdo de glicose foi aplicada
como varidvel dependente para analise estatistica. As previsdes do modelo de cada
tratamento foram validadas experimentalmente. O modelo proposto foi avaliado por
ANOVA e F-test. O significado estatistico foi relacionado com um Fcay > Ftap).

C

1.00 0.00
n.oo 025 0.40 0.75 1.00
A B

Figura 10. Diagrama ternario com as novas regides de busca apés as restricbes no planejamento
experimental. Vértice A: T. reesei ATCC® 60787. Vértice B: A. aculeatus F-50. Vértice C: LPMO
purificada produzida por K. phaffii

A hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-agucar foi realizada em placas
deepwell de 24 pocos. Em cada poco foi adicionado bagaco de cana-de-acUcar a 5%
(m/v). Foram adicionados extratos brutos de T. reesei ATCC® 60787, A. aculeatus F-50
e LPMO TrCel61A numa concentracdo total de proteina de 50 mg/mL. As proteinas
foram determinadas usando o kit de teste de proteina BCA PierceTM (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA). A reacdo foi realizada a pH 5,0 (tampéo de citrato de
sodio/acido citrico), 50 °C e 7 g durante 24 horas. As aliquotas dos pontos 0 h e 24 h
foram centrifugadas a 1400 g durante 5 minutos. A concentracdo de glicose foi

determinada em HPLC (Agilent 1260 Infinity) de acordo com as seguintes condi¢des:
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Detector: RID; Coluna: Aminex HPX-87H (BioRad); temperatura: 45 ° C; Fase movel:
H2S04 5 mM; Fluxo: 0,6 ml/min.

Cinética enziméatica na hidrolise

Apés a validacdo, foi realizada a cinética de hidrdlise enzimatica, na qual os

experimentos foram realizados em triplicada e por 48 horas, e aliquotas foram retiradas

728 h0s tempos de 0, 4, 8, 24 e 48 horas. Foram realizadas outras 3 hidrélises com enzimas

comerciais para comparar o rendimento das hidrolises: Cellulase de Aspergillus niger,
Cellic® CTec2 e Cellic® CTec3.
Com isso, no total foram 5 experimentos de cinética de hidrolise enzimatica

padronizadas com 5% de sélidos totais + 12,5 mg de proteinas:

Hidrolise 1: Componente A (Extrato bruto de T. reesei) + Componente B
(Extrato bruto de A. aculeatus) acrescido de 2 mg de LPMO purificada.
Hidrolise 2: Componente A (Extrato bruto de T. reesei) + Componente B
(Extrato bruto de A. aculeatus) e sem LPMO.

Hidrolise 3: Celluclast 1.5L (Novozymes)

Hidrolise 4: Cellic CTec2® (Novozymes)

Hidrolise 5: Cellic CTec3® (Novozymes)

As aliquotas foram analisadas em HPLC sob as mesmas condigdes da hidrolise

enzimatica, e foi analisada a glicose liberada.

7.3.1°"

7.3 Resultados e discussao

Clonagem, expressao e purificacéo da proteina TrCel61A

A clonagem do gene TrCel61A em K. phaffii linhagem X33 foi confirmada por

PCR, e vérios transformantes foram cultivados com metanol durante 96 horas. Para

confirmar a producéo e secrecdo da proteina heter6loga, o sobrenadante da cultura e a

proteina purificada foram analisados em géis SDS-PAGE a 12% e Western blot. Uma

proteina foi detectada com massa molecular de 60 kDa (Figura 11 A e 11 B), que ¢

maior que a massa calculada de 35 kDa, provavelmente devido a glicosilagdo. No

entanto, ndo parece interferir na sua funcdo, conforme demonstrado no trabalho de
Tanghe et al. (2015). A proteina TrCel61A purificada (Figura 11 C) foi utilizada em

experimentos de hidrélise de biomassa.
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TrCel61A 72 h

TrCel61A 24 h
TrCel61A 48 h
TrCel61A 72 h

TrCel61A flow through
TrCel61A HisTag purified

Figura 11. Analise por SDS-PAGE e Western Blot do sobrenadante e da proteina purificada TrCel61A
apos 96 horas de indugdo em K. phaffii. A) Sobrenadante da indugdo apds 24, 48, 72 e 96 horas de cultivo
(linhas 1 a 4) 4); B) Membrana de nitrocelulose marcada com anticorpo Anti-HisTag. As amostras estdo
na mesma ordem que (A). M - PageRuler Prestained Protein Ladder (ThermoSientific). C) Proteina
TrCel61A ap6s a purificagdo por coluna de afinidade HisTag (linha 2). A linha 1 mostra o sobrenadante
apos ser passado pela coluna (flow-through). As setas indicam a proteina alvo. M) Color Prestained
Protein Standard (New England Biolabs®).

Atividade enzimatica dos extratos brutos do Trichoderma reesei e
Aspergillus aculeatus.

Na Figura 12 sdo apresentados os resultados das atividades enzimaticas (U/mL)
FPase, xilanase e B-glicosidase dos extratos brutos provenientes dos fungos T. reesei e
A. aculeatus. A. aculeatus F-50 apresentou menor atividade de FPase e maior atividade
B-glicosidase que o T. reesei ATCC® 60787, como ja era esperado desde o
planejamento em funcéo das citagdes de literatura (HASUNUMA et al., 2013; MORANT,
2014; HUANG et al., 2016; NAKAZAWA et al., 2016). Ambos os fungos possuem

atividade de xilanase.
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Figura 12. Atividades de FPase (celulases totais), B-glicosidase e xilanase dos extratos brutos obtidos na
fermentacgdo submersa de T. reesei ATCC® 60787 e A. aculeatus F-50.

15 Combinac6es de enzimas (extratos brutos) na hidrolise do bagaco de cana-
7.3.

de-acUcar pré-tratado.

A composicdo enzimatica ideal na hidrélise enzimatica do bagaco de cana pré-
tratado por auto-hidrélise foi analisada usando um planejamento experimental de
misturas de extratos brutos e LPMO-TrCel61A. As misturas foram feitas usando os
extratos celuloliticos de T. reesei (TR) e A. aculeatus (AA) como principais
componentes e extrato de LPMO-TrCel61A purificado como componente enzimatico
acessorio. Os dados de resposta da liberacdo de glicose na hidrélise foram analisados
por regressdao (Cl > 90%) do modelo quadratico linear completo. Em todos os
experimentos, 0 modelo quadréatico foi encontrado como o modelo mais adequado para
a liberacdo de glicose. A concentracdo de glicose de trés experimentos é mostrada na
Tabela 6.
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Tabela 6. Matriz de misturas de extratos brutos enzimaticos e concentracdo de glicose ap6s hidrdlise
enzimatica do bagaco de cana-de-aclcar pré-tratado por auto-hidrélise. T. reesei (TR); A. aculeatus (AA);
LPMO (LPMO-TrCel61A).

. Pseudo-componentes Concentracéo de Glicose (g/L) gerada pela
Experimentos

B C mistura TR+AA+LPMO
1 08 0,2 0 5,577
2 02 08 0 4,453
3 02 0,2 0,6 2,423
4 05 05 0 5,678
5 05 0,2 0,3 4,259
6 02 05 0,3 3,417
7 06 03 0,1 5,727
8 03 0,6 0,1 4,267
9 03 03 0,4 2,703
10 04 04 0,2 4,911

Na mistura (TR + AA + LPMO) a regressdo foi significativa utilizando um
modelo quadratico (R2 = 89,34%), apos a remocao de interacdes ndo significativas TR-
LPMO e AA-LPMO. O valor F(cal) foi de 27,93, enquanto F(tab) foi de 2,728 com
90% de intervalo de confianca, indicando que a regressdao descreveu o0s dados
experimentais. A interacdo de T. reesei e A. aculeatus foi relacionada com a maior
concentracdo de glicose apds a hidrolise enzimatica. A equacdo para o rendimento

relativo da glicose com base na quantidade do componente é deduzida como:

Glicose = 7,739. TR.AA + 8,167.TR + 5,634.AA + 4,643.LPMO - 3,069 (1)

De acordo com o0 modelo, a maior concentracdo de glicose é obtida com TR =
0,664 e AA =0,336. Nessa condicdo, 0 modelo deduziu uma concentragédo de glicose de
5,97 g¢/L. A validacdo experimental nestas condicdes foi de 5.262 g/L, sendo
ligeiramente inferior ao valor previsto (5.567%).

De um modo geral, o experimento mostrou maior concentracdo de glicose em
ambos os valores previstos e validacdo experimental, do que quando utilizou-se apenas
componentes TR e AA. Além disso, a LPMO purificada ndo mostrou um efeito
negativo na liberacdo de glicose, mas também nao teve efeito significativo na producéo

méaxima de glicose.
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Assim, resolveu-se propor outra abordagem com base na hipotese de que o
aumento da concentragdo protéica da enzima auxiliar LPMO em 0,2 mg na mistura com
maior concentragéo de glicose (TR = 0,664 e AA = 0,336), poderia aumentar a liberagédo
de glicose apos a hidrolise. A influéncia deste ensaio sob esta condigdo é representada
na Figura 13. A adicdo de LPMO-TrCel61A na mistura enzimética ideal aumenta a
conversdo de celulose até 18,35%. Estes dados indicaram que o LPMO-TrCel61A tem
um efeito positivo maior na hidrolise do bagaco de cana-de-aglUcar, aumentando a
conversdo bioguimica de extratos celuloliticos de T. reesei e A. aculeatus quando
adicionada como enzima acessOria em misturas enzimaticas ideais, tais resultados se
assemelham com os trabalhos de Muiller et al. (2015). Ou seja, quando reduzimos
FPases e B-glicosidases, que sdo as enzimas que tem uma atuacdo maior na degradacao
da biomassa, e acrescentamos mais LPMO, essa reducdo ndo é compensado pela adi¢ao
de LPMO. Por se tratar de uma enzima acessoria, para estudos futuros, seria melhor
fazer um planejamento experimental apenas com as FPases e B-glicosidades. Ao se
chegar a uma mistura ideal destas enzimas o proximo passo seria adicionar durante a
hidrolise diferentes concentracbes de LPMO, sendo assim seria possivel ter mais
conclusdes, como carga maxima de LPMO que poderia ser adicionada e se a LPMO

possa a Vvir causar inibicdes ou perca de efetividade.
7,00
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5,00
4,00

3,00

Glicose (g/L)

2,00

1,00

R e

LMPO + TRAA TRAA - LPMO LPMO

0,00
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Figura 13. Concentracdo de glicose apds hidrolise enzimtica do bagaco da cana-de-agicar usando
concentracdo 6tima de enzima (TR + AA) e enzima acessoria LPMO-TrCel61A. Legenda:
LPMO+TRAA: T. reesei/A. aculeatus com extrato de LPMO-TrCel61A; TRAA-LMPO: T. reesei/A.
aculeatus sem extrato de LPMO-TrCel61A; LPMO: Adicionando apenas LPMO-TrCel61A.
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Perfil de hidrolise enzimatica

A validacdo do perfil enziméatico mostrou que o modelo proposto foi estatisticamente
satisfatorio a liberacdo de glicose. Com isso, procedeu-se com a cinética da hidrdlise

73 4enzimética do bagaco da cana-de-agucar e com as misturas relativas do modelo (66,4%
de T. reesei e 33,6% de A. aculeatus) e 2 mg de LPMO, para efeito de controle foi
adicionada agua destilada a hidrélise 2, no mesmo volume utilizado de LPMO-
TrCel61A na hidrolise 1.

Tabela 7 Glicose gerada das hidrolises conduzidas por até 48 horas no bagaco da cana-de-agUcar preé-
tratado por auto-hidrolise. Hidrolise 1 (Com/LPMO); Hidrélise 2 (Sem/LPMO); Hidrdlise 3 (comercial
Celluloclast®); Hidrolise 4 (comercial Cellic® Ctec2); Hidrolise 4 (comercial Cellic® Ctec3). As
diferencas estatisticas foram realizadas entre as diferentes hidrolises na mesma coluna (representado pelas
letras minGsculas) e paras os tempos diferentes na mesma hidroélise (representada pelas letras maidsculas).
Letras diferentes possuem diferenca estatistica no teste ANOVA.

Tempo (h) 0 4 8 24 48
Hidrolise 1 | 0,85  3,87%® 5,152 8,53%° 11,61%F
) Hidrdlise 2 | 0,82%A 1,87 2,38 3,09°¢ 3,37°¢
g Hidrolise 3 | 0,80  2,86% 4,03 6,62P 8,55
g Hidrolise 4 | 1,858  6,84% 9,19% 14,98% 18,16%
Hidrolise 5 | 1,668 9,228 11,968 20,14°0 23,86°F

Na

Tabela 7 pode-se observar a eficiéncia do coquetel enzimatico Cellic Ctec3® que
liberou mais de 20 g/L de glicose durante 48 horas de hidrolise, essa eficiéncia de Cellic
Ctec3® ja foi demonstrada por Li et al. (2013) que verificou que quanto maior a carga
enzimatica, maior € a conversao de celulose em glicose, porém essa conversdo tem sua
velocidade reduzida a partir de 48 horas de hidrélise. Em seguida, como esperado, a
Cellic Ctec2® teve a segunda maior quantidade de glicose liberada.

Na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. observa-se que a hidrolise
enzimatica do modelo proposto teve uma liberacdo maxima de glicose de 3,37 g/L,
muito abaixo do que a validacdo do modelo proposto, isso provavelmente ocorreu
devido ao volume de agua adicionado na mistura do experimento 2 para equiparar com
0 volume utilizado de LPMO do experimento 1, que foi cerca de 10 mL. Esse mesmo

volume de dgua também foi adicionado aos experimentos 3, 4 e 5 para que o percentual
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(%) de solidos totais fosse 0 mesmo em todos 0s experimentos e fosse possivel inferir
resultados paralelos com os resultados de cada experimento.

A quantidade de glicose gerada com a Hidrolise 2 (sem LPMO) foi menor que a
quantidade de glicose gerada pela Celluloclast® em todos os tempos. Ja a quantidade de
glicose liberada com a Hidrélise 1 (com LPMO) foi superior em todos os tempos em
relagdo a Celluloclast®, chegando a 11,61 g/L no periodo de 48 horas (Tabela 7). Esse
resultado mostrou a eficiéncia da LPMO-TrCel61A, como esperado, superando as
expectativas quando comparado com a Celluloclast®, uma vez que Eibinger et al.
(2014) mostrou que a LPMO-TrCel61A de fato aumenta a liberagédo de glicose. Song et
al. (2018) apresentaram resultados contundentes quanto ao sinergismo entre celulases e
LPMOs. Estes autores analisaram a hidrolise enzimética de celulose (avicel) por meio
de microscopia de forca atdbmica em tempo real. Os resultados mostraram acréscimos
significativos de glicose quando a LPMO estava presente no coquetel enzimatico.
Outros trabalhos (KITTL et al., 2012; EIBINGER et al., 2014) adicionaram um doador de
elétrons (como o ascorbato, a celobiose ou &cido galico) para que a LPMO realizasse a
catalise oxidativa da lignocelulose, no entanto no trabalho apresentado, nenhum doador
foi adicionado (WESTERENG et al., 2015). Apesar de ndo ter adicionado nenhum dos
doadores de elétrons ja reportados, a otimizacdo na conversao da celulose pelas enzimas
dos extratos brutos (principalmente celulases e B-glicosidases) foi significativa. De
acordo com Hu et al. (2014) ndo é necessario uma fonte exdgena redutora para doar
elétrons para LPMO quando a hidrolise ocorre em um substrato lignoceluldsico, porque
aparentemente, alguns componentes soltveis como a lignina, liberada durante o pré-
tratamento podem fazer uma reacdo redox. Westereng et al. (2015) confirmam que a
lignina pode sim atuar doando elétrons para a LPMO. Além disso, foi utilizado um
extrato bruto proveniente de T. reesei e € sabido que o T. reesei possui genes que
codificam LPMO (AA9), sendo assim é muito provavel que este fungo tenha secretado

fontes naturais doadoras de elétrons (DRUZHININA;KUBICEK, 2017).
7.4  Conclusdes

A partir dos resultados obtidos foi possivel confirmar a producdo de uma LPMO
modelo previamente caracterizada do fungo T. reesei, utilizando-se o sistema de
expressao de K. phaffii também ja realizada por Karlsson et al. (2001).

Apesar de ndo ter sido possivel confirmar a atividade enzimatica da LPMO- TrCel61A

em substratos sintéticos (dados ndo apresentados) ou com a captacdo de oxigénio
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liberada pelo Amplex red/Horseradish Peroxidase (dados ndo apresentados) o resultado
da hidrolise enzimatica mostrou que de fato a LPMO-TrCel61A auxilia de alguma
forma a formacdo de glicose dos complexos enzimaticos dos extratos brutos dos fungos
T. reesei e A. aculeatus (aumentando cerca de 18,35% quando utilizado LPMO junto
com o0s extratos brutos). Uma observacdo que pode ser feita é que a LPMO ¢
proveniente do mesmo fungo utilizado como fonte de celulases totais, o T. reesei, com
isso é possivel haver alguma molécula (ndo necessariamente um doador de elétron)
liberada pelo fungo que esteja deixando a enzima ativa durante a hidrélise.

O fato de ndo adicionar um doador de elétron na hidrélise e ainda assim a LPMO
aumentar significativamente a conversdo da celulose, corrobora com os estudos ja
realizados que afirmam a possibilidade da lignina (ou residuos) estarem agindo como
doador de elétrons. Quando comparados com as enzimas comerciais como Cellic®
Cetec2 e Cetec3, a adicdo de apenas a LPMO néo torna viavel a formacdo de um
coquetel enzimatico ideal, porém, com este trabalho, esperamos em conjuntos com
outros colaboradores elaborar um coquetel capaz de ter um custo-beneficio suficiente

para producdo em larga escala de etanol de segunda geracao.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os biocombustiveis de primeira geracdo sdo bem implementados em todo o
mundo trazendo diversas preocupagdes futuras com a sua producdo. No Brasil, um dos
mais importantes produtores de etanol do mundo, a producéo de etanol a partir de cana-
de-agUcar esta em estreita concorréncia com o mercado agucareiro, fazendo com que as
matérias-primas fiqguem cada vez mais caras, levando a um interesse crescente para 0s
biocombustiveis de segunda geracdo. O E2G é produzido a partir de biomassa como
residuos florestais, agricolas que precisam passas por alguns processos e técnicas para
que liberem o aglcar que sera convertido no biocombustivel.

Com este trabalho, fica evidente que a hidrélise enziméatica feita na biomassa
necessita de uma mistura de enzimas com funcgdes especificas durante a degradacéo da
lignocelulose, que por fim é convertida em agucares. No entanto ha uma necessidade de
mais pesquisa em busca de novas enzimas e misturas ideais dessas enzimas, assim como
novas técnicas ou aperfeicoamentos das existentes para reduzir o custo de producéo do
etanol de segunda geracdo. A partir do momento em que as técnicas envolvidas na
conversao da biomassa forem economicamente aceitaveis, podera surgir a integracédo
entre biorrefinarias que geram um grande volume de residuos com a producéo de etanol
de segunda geracéo.

Este trabalho trouxe pela primeira vez a utilizacdo da enzima LPMO Cel61a do
fungo T. reesei heterdloga na hidrolise de uma biomassa vegetal em conjunto com

extratos brutos ricos em FPases ¢ B-glicosidases.
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