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INTRODUCAO

O Brasil, maior produtor mundial de cana-de-agucar, gera grandes volumes de
bagago como subproduto, dos quais cerca de 15 milhdes de toneladas sdo excedentes
anuais. Esse residuo, rico em lignina, celulose e hemicelulose, possui grande potencial
industrial, mas sua estrutura complexa dificulta o aproveitamento dos agucares
fermentaveis, essenciais para a produgdo de biocombustiveis como o etanol de segunda
geracdo. Fungos do género Trametes, especialmente Trametes villosa, destacam-se na
degradacao da lignina por meio de enzimas ligninoliticas como LiPs, MnPs e Lacs.
Com o recente sequenciamento do genoma de T. villosa e 0 avanco das tecnologias de
DNA recombinante, torna-se possivel produzir essas enzimas em larga escala por
expressdo heterdloga em Escherichia coli, abrindo caminho para processos mais
sustentaveis e eficientes na conversdao de biomassa lignoceluldsica. Este trabalho,
portanto, propde a producao da enzima lignina peroxidase (LiP) de T. villosa em E. coli,

como alternativa biotecnoldgica promissora para a industria de bioetanol.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)
Desenho do gene sintético e primers especificos

Os primers para o gene da enzima lignina peroxidase em estudo foram
desenhados a partir da sequéncia parcial nucleotidica ja obtida pelo grupo de pesquisa
do LAPEM, a partir do genoma de Trametes villosa. A partir da sequéncia, foram
definidos os sitios de restricdo a serem adicionados no vetor de expressao selecionado

para o trabalho pET32a e o gene sintético foi adquirido de forma terceirizada. As



sequéncias dos primers desenhados foram avaliadas pela ferramenta online
OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies®) e verificadas as temperaturas de
anelamento (Tm) e formagdo de estruturas secundarias e sequencia codificante do gene

sintetico foi otimizado para E. coli.
Transformacio do Clone

O vetor pET32a com o inserto referente a enzima lignina peroxidase foi
transformado na cepa BL21 de E.coli e cultivado em meio LB-Agar (Luria-Bertani)

acrescida de antibiotico Ampicilina.
Teste de inducao para expressao das proteinas recombinates

Uma unidade formadora de colonia foi cultivada em meio liquido LB
(Luria-Bertani) sobre agitagdo acrescida do antibiotico necessario ao vetor. Em seguida
os competentes transformados serdo induzidos a expressdo da proteina recombinante
com a adi¢ao de IPTG. Foram testadas diferentes concentragdes de IPTG (0,05-2 mm),
e diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 37 °c) e tempos de indugdo para selecionar a
condi¢cdo otima de expressdo da proteina. Em seguida as amostras foram visualizadas

em gel de SDS-PAGE, segundo descrito por Laemmli (1970).
Teste de solubilidade e expressao

Ap0s a identificacdo se a proteina é expressa na fracdo soluvel ou insoluvel pelo
gel de SDS-PAGE a mesma foi purificada utilizando uma coluna cromatografica
HisTrap HP em diferentes concentragdes de Imidazol (50mM, 150mM, 250mM e
500mM). Para confirmagdo de qual fragdo a proteina foi melhor purificada sera feita
através do gel de SDS-PAGE. Em seguida a proteina sera dialisada com Tris a 20 mM e

concentrada com Centricon.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Anilise e discussio dos resultados)

Ap0s a andlise e pureza verificada em SDS-PAGE, pode-se determinar expressdo em
fragdo soluvel, com condicdes otimizadas de expressao soluvel alcangadas com 0,5 mM
de IPTG a 18°C por 24 horas, embora uma parte significativa da proteina tenha sido
expressa na fragdo insoluvel. Foi possivel alcangar uma expressdo de alta intensidade
com a fracdo insoluvel, possibilitando a purificagdo neste estado (Fig 1). A eluigdo
durante a purificagdo cromatografica por afinidade foi efetivamente alcangada com 150
mM de imidazol. Essa purificacdo, apesar de apresentar impurezas, apresentou uma



expressao visivel, podendo ser atestada sua viabilidade (Fig 2). Resultados preliminares
indicam a produ¢do heteréloga bem-sucedida de pelo menos uma constru¢ao da enzima
lignina peroxidase (LiP) de Trametes villosa em células de E. coli. Essa abordagem
promissora visa a futura disponibiliza¢do da enzima para aplicagdes no processamento
de residuos agroindustriais.

Figura 1: Expressdo da proteina em SDS-PAGE. Alternadas em
diferentes concentracdes em estado soluvel (S) e insolavel (I),
organizada pela concentracdo de IPTG das amostras, em ordem
crescente: 0 (controle); 0,1; 0,5; ¢ 1,0.

Figura 2: Purificagdo da proteina expresso em SDS-PAGE,
organizadas em diferentes concentragdes de imidazol.



CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)

Foi possivel mostrar durante o projeto que a produ¢do heterdloga da enzima lignina
peroxidase (LiP) de Trametes villosa em Escherichia coli mostrou-se vidvel em sua
expressao na fragdo insoluvel. As condigdes otimizadas de indugdo (0,5 mM de IPTG a
18 °C por 24 horas) e a purificacdo eficiente por cromatografia de afinidade
demonstram o potencial dessa estratégia biotecnologica. Esses resultados preliminares
reforcam a possibilidade de utilizagdo da LiP recombinante no aproveitamento de
residuos lignocelulosicos, contribuindo para processos sustentaveis e para o avanco da
producdo de etanol de segunda geracdo e outros bioprodutos de interesse industrial.
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