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LPMOs (Mono- Oxigenases Liticas de Polissacarideos) sdo enzimas dependentes de cobre
gue catalisam a quebra de ligacdes glicosidicas e potencializam a degradacao de
polissacarideos recalcitrantes em sinergia com glicosideo hidrolases. A biomassa
lignoceluldsica produzida como rejeito na industria sucroalcooleira, dentre outras atividades
econdmicas no Brasil, € uma matéria-prima de baixo custo e alto valor que é subaproveitada
por essas industrias. A reutilizacdo deste material para geragdo de bioprodutos requer um
processo eficiente de sua desconstrucdo, as LPMOs foram descritas como enzimas-chave
neste processo. Desta forma, tem-se investido na caracterizagdo de LPMOSs, principalmente
as fungicas. A partir da selecdo de fungos filamentosos conversores de lignocelulose, um
isolado de Trichoderma harzianum de nossa colecdo de fungos de solos do Cerrado da
Regido Centro-Oeste apresentou 0os maiores valores de atividades enzimaticas relacionadas
a desconstrucdo dessa matéria-prima. No presente trabalho, o objetivo central € obter por
expressdo heterologa na levedura Komagataella phaffi e caracterizar as LPMOs desse
fungo, visando sua utilizagdo em coquetéis enzimaticos para aplicacdo em processos
biotecnoldgicos baseados em lignocelulose como matéria-prima. O gene selecionado, Trihal
131108, codifica uma proteina classificada no CAZy na familia AA9 (Pfam03443), com
peptideo sinal (19 primeiros residuos de aminoacidos), massa molecular de 40,907 kDa e
ponto isoelétrico tedrico de 4.60. Os residuos de aminoacidos Hisl e His131 constituem o
‘Histidine Brace’ dessa LPMO, responsavel pela coordenagdo do atomo de cobre ao sitio
ativo da enzima. Além disto, foram identificadas regides altamente conservadas por meio do
alinhamento das sequéncias proteicas de LPMOs AA9 de outros fungos, sobretudo nas
regides proximas ao C-terminal dessas proteinas. O gene de interesse de 1129 bp foi obtido
por RT-PCR e clonado no vetor pGEM-T Easy, utilizando a linhagem XL10-Gold de
Escherichia coli como hospedeira. O plasmideo contendo o gene de interesse, denominado
pGEMT131, foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI/Xhol e o produto da restricdo
subclonado no vetor de expressado pPIC9. Foram obtidos quatro clones recombinantes. As
préximas etapas visam a obtenc¢do da proteina e sua caracterizagao.
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