Avaliacao da atividade enzimatica
de biofabricas produtoras de Beta-
glicosidases baseadas em microalgas

Introducao

A demanda por combustiveis no mercado agroindustrial brasileiro é crescente.
Atualmente, o principal fator limitante para conversdo eficiente da energia contida na
biomassa lignoceluldsica em etanol consiste na indisponibilidade de tecnologias de baixo
custo, em especial, no que diz respeito a desconstrugdo da holocelulose presente na parede
celular vegetal em agucares fermentesciveis por meio de hidrélise enzimatica. Frente a este
panorama, a utilizagdo de organismos geneticamente modificados ganha destaque como
uma alternativa para produgdo de enzimas em grandes quantidades e com propriedades
desejaveis. A utilizacdo de microalgas como biofabricas de proteinas recombinantes é uma
alternativa promissora, devido a alta taxa de crescimento destes microrganismos e ao seu
baixo custo potencial (POSTEN; ROSELLO-SASTRE, 2012) Como modelo conceitual, propGe-
se a expressdo de novas Beta-glicosidases de alta eficiéncia, previamente prospectadas
a partir de bibliotecas metagenomicas obtidas da biodiversidade brasileira pela Embrapa
Agroenergia. O trabalho teve como objetivo avaliar os melhores métodos de recuperagao
da atividade enzimatica de Beta-glicosidases heterdlogas expressas a partir de microalgas
(cianobactérias) geneticamente modificadas (Synechococcus elongatus) construidas no
projeto Algasec. Potencialmente, essas biofabricas fotossintetizantes produtoras de enzimas
poderiam capturar as emissGes de carbono geradas na propria usina sucroenergética, o que
reduziria os custos para produgdo de etanol lignoceluldsico e diminuiria o passivo ambiental
gerado pela industria.

Métodos

Primeiramente seis cepas de cianobactérias Synechococcus elongatus (S. elongatus 1
LPB — 24-15; S. elongatus 5 LPB — 25-15; S. elongatus 6 LPB — 26-15; S. elongatus 9 LPB
— 27-15; S. elongatus 10 LPB — 28-15; S. elongatus Controle LPB — 29-15) geneticamente
modificadas (vetor pSynl — Life Technologies) pela insercdo de gene codificador para
enzima beta-glicosidase de origem procariotica. Os clones foram cultivados em meio BG-11
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(LPB-103) sob iluminagdo (6.000 Lux) constante a 349C durante 15 dias até alcancarem a
densidade déptica 2,9 a 730nm (ZHOU et al., 2014a e b). As amostras foram submetidas ao
rompimento da parede celular, no qual foram pipetadas em tubos eppendorfs de 1,5 ml e
centrifugadasa 14.000 rom—4min. Logo em seguida, descartou-se o meio sobrenadante e foi
adicionado 0,2 g de carboneto de silicio (200-450 mesh — Sigma Aldrich) ao pellet de células.
Conseguinte, foram realizados trés ciclos de macera¢do manual com auxilio de um pildo,
alternados por trés ciclos de descanso em cuba de gelo. O tempo total de processamento é
de 6 minutos para cada amostra, um minuto para cada ciclo respectivamente. Por fim, foi
adicionado as amostras 0,5ml tampao fosfato de sddio 50 mM pH 7 para em seguida serem
novamente centrifugadas nas prévias condi¢ées (ZHOU et al., 2014b). Para realizagdo dos
testes enzimaticos, usou-se o sobrenadante obtido de cada uma das seis cepas. Para analise
proteica total empregou-se o método de Bradford e nas andlises de atividade enzimatica
empregaram-se testes com 4-Metilumbeliferil Beta-D-Glucoronida (MUG).

Resultados e Conclusoes

Nos resultados obtidos a partir do método de Bradford foi observado alto teor proteico
em todas as amostras, destacando-se a cepa LPB 24-15 possuindo 0,87 £ 0,0185 mg/ml de
proteina soluvel. Referente aos testes com MUG foi possivel detectar atividade em todas
as cepas, evidenciando maior grau na cepa LPB 25-15. Dessa forma, pode-se comprovar
o promissor uso de microalgas como biofdbricas no mercado agroindustrial. Nas préximas
etapas do projeto, serdo desenvolvidos métodos de cultivo otimizados em fotobiorreatores
suplementados com CO, visando o incremento da expressdo enzimatica.
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