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RESUMO

A conversdo de biomassa lignocelulésica em combustiveis renovaveis, como 0 bioetanol, tem sido
considerada uma tecnologia promissora para a substituicdo dos combustiveis fésseis e para ampliagéo
da producédo mundial de etanol. Um passo essencial ha conversdo da biomassa lignocelulésica em etanol
ou em outros produtos de biorefinaria € a despolimerizagdo de polissacarideos por via enzimatica. No
entanto, o alto custo das enzimas necessarias para degradacdo da parede celular vegetal dificulta o
desenvolvimento de um etanol lignocelulésico economicamente viavel. Em face disto, a necessidade
reduzir os niveis de enzimas ndo-essenciais e aumentar a proporcoes relativas das enzimas prioritarias
séo, portanto, uma potencial estratégia para aumentar as atividades especificas e, assim, diminuir o custo
da bioconversdo da biomassa vegetal. Neste sentido, fazendo o uso de uma colecdo de enzimas
hemiceluloliticas expressas em sistema heter6logo de expressdo pertencentes ao CTBE (Laboratorio
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol), pretendemos realizar experimentos sistematicos
empregando enzimas hemiceluloliticas para desconstrugdo da parede celular de bagaco de cana de
acucar. Este estudo tem como objetivo ndo somente o melhor entendimento da atuacéo das enzimas na
degradacédo da biomassa, mas também visa mapear acessibilidade enzimatica e definir quais as enzimas
séo esséncias e secundarias na bioconversao.
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PLANO DE TRABALHO
Caracterizagdo da Biomassa Lignocelulosica

Para o desenvolvimento do projeto, contaremos com o estudo de duas diferentes biomassas de
cana de acucar: bagaco de cana de acUcar pré-tratado/deslignificado e a propria cana de acucar
(colmos). A cana de acucar e o bagaco de cana de acUcar pré-tratado/deslignificado serdo
disponibilizados pela Dr. George Jacson, pesquisador do grupo de fisico-quimica do CTBE (Laboratério
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol). O bagaco pré-tratado/deslignificado e o colmo da cana
de acuUcar (cana “in natura”) serdo moidos separadamente em moinho de bola (Tecnal, Brasil), e as
amostras moidas serdo submetidas a lavagem com etanol a 80% (v/v) a 80 °C durante 20 minutos. Os
sobrenadantes serdo descartados para remover 0s aclUcares e outros compostos sollveis. O residuo
insoluvel serd lavado com agua destilada e seco a 60 °C durante 24 horas. Serdo realizadas analises de
composi¢cado quimica tanto do bagaco como do colmo de cana de acucar através HPAE-PAD *“high
performace anion exchange — pulsed amperometric detection”.



Clonagem e Expressédo das Enzimas de Interesse em Si  stema Heterdlogo

Faremos uso de uma cole¢do de enzimas envolvidas na conversdo da biomassa lignocelulésica
(super expressas em sistema heterdlogo de expressao) pertencentes ao CTBE, que serdo estudadas nos
experimentos sistematicos de misturas enziméticas para degradacdo da parede celular de cana de
acucar. No entanto, muitas dessas enzimas ja se encontram expressas em Aspergilus nidulans A773 e
em Escherichia coli BL21D3pLys, empregando o0s vetores de expressdo pExXPYR e pET28a
respectivamente. Porém as enzimas que ainda ndo foram super-expressas, serdo clonadas e expressas,
conforme protocolos propostos por Damasio et al. (2011) e Santos et al. (2012).

Producao e Purificacdo das Enzimas de Interesse

Apoés realizada a super-expressdo das enzimas que ainda ndo se encontravam expressas em
Aspergilus nidulans ou Escherichia coli, as enzimas de interesse serdo produzidas segundo protocolos
descrito por Damasio et al. (2011) e Santos et al. (2012). Os transformantes de A. nidulans serdo
inoculados em meio minimo liquido contendo 2% de maltose, e mantidos a 37 °C por 36 horas. O micélio
sera separado por filtragdo a vacuo em funil de Blchner, obtendo-se um filtrado livre de células. O
mesmo serd dialisado e utilizado para purificacdo e determinacdo das atividades enziméticas
extracelulares. Os transformantes de E. coli serdo cultivados em meio LB (Luria-Bertani) até atingir uma
densidade Optica de 0,6 e entdo serdo induzidos com 0,5 mM de IPTG ‘“isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside” durante 4 horas a 37°C e 250 rpm. Posteriormente a biomassa sera
ressuspendida em tampdo contendo 20 mM de fosfato de sodio, pH 7,4, 100mM NaCL e 5mM de
Imidazol e incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos ap6s adi¢cdo de Lysozyme (80 pg/mL) e
PMSF “phenylmethylsulfonyl fluoride” (0,001 mM). Em seguida esta biomassa serd sonicada com 7
pulsos de 10 segundos usando Vibracell VCX 500, para liberacdo das enzimas intracelulares. A mesma
serd centrifugada por 30 minutos a 10000 x g, sendo a biomassa descartada e o sobrenadante
empregado para purificacdo da enzima de interesse. Para confirmacdo da expressdo da proteina alvo,
serdo realizadas separac6es em géis de eletroforese (SPS-PAGE).

Para os processos de purificacdo iniciaremos utilizando colunas de troca iénica (DEAE-celulose,
Mono-Q), uma vez que a maioria das proteinas que pretendemos estudar apresentam pl entre 4-6. Em
seguida, e quando necessério, a purificacdo continuard por cromatografia de filtracdo em gel em coluna
Sephadex (200 prep grade - GE). Ja para as enzimas provenientes de bactéria (E.coli) sera empregada a
cromatografia de afinidade, utilizando coluna de niquel (HiTrap SP HP), visto que o vetor empregado para
expressao (pET28a) apresenta cauda de histidina. As enzimas purificadas serdo armazenadas a -80C,
em aliquotas de 250 uL adicionando glicerol até a concentracéo final de 20%.

Realizacdo dos Experimentos Sisteméticos com Mistur as Enzimaticas

Nesta etapa serdo realizados planejamentos experimentais para cada biomassa analisada
(bagaco pré-tratado/deslignificado e colmo de cana de aguUcar) em experimentos distintos, com o intuito
de analisar os efeitos individuais e sinérgicos das enzimas que atuam na degradagdo da biomassa de
cana de acucar. Os produtos gerados na degradacdo da biomassa serdo analisados para compreender a
atuacao destas enzimas, e a partir dai definir quais sdo as enzimas esséncias na degradacdo da
biomassa de cana de acucar. E importante salientar, que também sera realizado um planejamento
experimental empregando um substrato comercial (arabinoxilano) para colaborar com a interpretacdo dos
resultados obtidos. As condicBes experimentais de hidrdlise serdo mantidas constantes, somente as
enzimas que atuam na hidrélise que serdo varidveis. Conforme foi proposto por Benarjee et al. (2010),
sera fixada a temperatura (50C), tempo de hidrélis e (24 horas) e a concentracdo das enzimas (15mg/g
de glucano). Também fixaremos a concentragdo de bimossa utilizada os experimentos (2% p/V). Como



variavel resposta, serdo analisadas as porcentagens de xilose e oligossacarideos liberadas apés 24 de
hidrélise enzimatica a 50C e pH 5,0.

Os experimentos serdo realizados em micro-escala, com um volume reacional de 1 mL. A
estratégia a ser aplicada nestes experimentos, contard com a realizacdo de planejamentos experimentais
fundamentados estatisticamente. Dentre o0s possiveis planejamentos, destacamos o0 planejamento
Plackett & Burman, como uma potencial ferramenta estatistica na etapa de “screening” de variaveis, pois
além de diminuir o nimero de experimentos necessarios, fornece os efeitos principais que afetam o
processo. No planejamento a ser realizado, pretendemos verificar a atuagcdo das enzimas
hemiceluloliticas na degradacdo da hemicelulose e demais componentes da parede celular vegetal, com
excecdo da celulose. Para isso, contaremos um conjunto de 6 enzimas acessorias (endo-xilanases:
GH10 e GH11; xiloglucanase: GH12; arabinofuranosidases: GH51 e GH54; e beta-xilosidase: GH43)
todas pertencentes a cole¢do de enzimas do CTBE. Os efeitos individuais e sinérgicos das enzimas na
desconstrucdo da parede celular da biomassa serdo determinados através de um planejamento Plackett
Burman (PB16 + 3 pontos centrais) totalizando 19 ensaios. As variaveis independentes do planejamento
serdo as 6 enzimas hemiceluloliticas a serem estudadas na desconstrucdo da parede celular da
biomassa de cana de acUcar e as varidveis respostas serdo a porcentagem (%) de xilose e (%) de
oligossacarideos liberados em 24 horas de hidrdlise. Os resultados dos efeitos de todos os
planejamentos serdo analisados através do software STATISTICA® 8.0.

As concentracdes de xilose e oligossacarideos gerados serdo quantificadas por HPED-PAD e
avaliados através de eletroforese capilar. Estas andlises serdo realizadas com o objetivo de melhor
entender 0 modo de atuacao e a especificidade enziméatica, e por serem ensaios rapidos e precisos vao
auxiliar na determinacédo dos produtos gerados pela desconstru¢do da parede celular de cana de agucar
através da acdo de misturas enzimatica (planejamentos), e assim compreender melhor a atuacdo dessas
enzimas e os efeitos sinérgicos resultantes da agdo conjunta destas enzimas.
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