PROJETO 1 (PIBIC - 2017)

Projeto 1: Clonagem, expressdo e estudos de proteinas recombinantes aplicadas na otimizacdo de um
coquetél enzimatico termofilico (Thermoascus aurantiacus) para hidrolise de biomassas vegetais.

Responsavel: Dr. Roberto Ruller, (Pesquisador)
Area de pesquisa: Bioguimica, Microbiologia, Biologia Molecular
Laboratorio de desenvolvimento: Laboratério Nacional de Ciéncia e Techologia do Bioetanol (CTBE)

Introducdo: A degradacdo enzimatica do material lignocelulésico pode ser realizada por uma mistura
complexa de enzimas, entre as quais celulases e hemicelulases se destacam, para a obtencdo de licores
acucarados contendo hexoses (C6) e pentoses (C5). A hemicelulose esté situada entre a lignina e as fibras
de celulose das plantas e representa a segunda matéria-prima mais abundante do planeta e até 40% dos
constituintes dos residuos agro-industriais. Para a degradacéao total das hemiceluloses ha a necessidade de
uma série de enzimas de diferentes especificidades devido a natureza heteropolissacaridica ramificada da
xilana. O complexo enzimatico responsavel pela hidrdlise das hemiceluloses é composto pelas enzimas
endo-1,4-B-xilanase e B-xilosidase, podendo ainda ter a participacdo das enzimas desramificadoras dos
grupos laterais ligados a cadeia principal, destacando-se destas principalmente as arabinofuranosidases.
Para a hidrolise da celulose sdo necessarias 3 tipos de enzimas, as endoglucanases, que atacam as cadeias
curtas de cellulose, as celobiohidrolases, que atuam nas extremidades ndo redudores e redutoras dos cello-
oligdbmeros e as b-glicosidases sdo as enzimas finais que hidrolizam a celobiose em glucose (C6) que
podem ser fermentados até bioetanol por leveduras. Dois dos principais problemas dos coquetéis flngicos e
comerciais utilizados na hidrélise de biomassa vegetal pré-tratada (cana de aglcar) é a baixa atividade de
endo-xilanase e de b-glicosidase, que torna o processo de hidrélise com baixa eficiencia e mais demorado.
Desafio tecnoldgico: Sabe-se que a hidrélise enzimatica (sacarificacdo) é uma das etapas mais onerosas do
processo de producdo do etanol de segunda geragdo (~20% do valor total). Este projeto é uma iniciativa
importante que podera contribuir significativamente nas atividades focadas em tecnologias de otimizacdo de
um complexo enzimatico para uma hidrdlise eficiente e mais barata do material lignocelulésico objetivando
a obtencdo de agucares fermentesciveis (xilose e glucose). Desta forma, o estudo e desenvolvimento de
coquetéis enzimaticos sdo extremamente importantes para diminuicdo do custo de producdo tornando o
biocombustivel economicamente viavel.

Proposta: O presente projeto tem como objetivo, caracterizar bioquimicamente e avaliar o potencial de
suplementagdo de um coquetel termofilico desenvolvido no CTBE (TA.V01) produzido pelo fungo T.
aurantiacus, utilizando enzimas recombinantes produzidas por Escherichia coli. As enzimas recombinantes
escolhidas serdo; b-glicosidases (GH1/GH3), celulase GH5/GH12, uma endo-xilanase recombinantes
(GH10/GH11). Durante o desenvolvimento deste projeto o aluno efetuara técnicas de microbiologia béasica
(cultivo, transformacdo bacteriana), Bioquimica e Biologia Molecular (expressdo recombinante, cultivo e
purificacdo enzimatica), testes de caracterizacdo enzimatica (pH, temperatura e atividade em diferentes
substratos).

Descricao das atividades:
1.Treinamento na Preparacdo de meios de cultivo e Microbiologia Bésica

2.Treinamento em Biologia Molecular, Bioquimica Bésica, Preparacdo de cepas e manipulacdo de DNA recombinante
4.Clonagem e manipulagdo de vetor de expressao apds preparacdo de células hospedeira.

5.Expressao de Enzimas Microbianas em linhagens de Escherichia coli (otimizacao da expressdo).

6. Purificagdo e caracterizacdo Bioquimica das enzimas recombinantes

7.Testes de atividade enzimatica contra substratos comerciais e bagago de cana de agucar pre-tratado.

8. Caracterizacéo biofisica por dicroismo circular e desnaturagdo térmica (monitoramento da estrutura secundaria).

9. Producdo do coquetel e testes de suplementacdo e otimizacdo do coquetel fungico produzido por Thermoascus
aurantiacus.



