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Resumo

Mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) sdo enzimas essenciais para a desconstrucdo de
residuos lignoceluldsicos, uma vez que sdo capazes de impulsionar a degradacdo desses materiais por
enzimas hidroliticas tradicionais e diminuir a carga de proteinas necessaria. A LPMO Cel61A do fungo
modelo Trichoderma reesei é capaz de promover a clivagem oxidativa de celulose na presenca de agentes
redutores, além de apresentar atividade hidrolitica sobre esse polissacarideo. Por esse motivo, Cel61A
apresenta potencial para aplicacdo em biorrefinarias de lighocelulose. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade de Cel61A sobre celulose amorfa (PASC, do inglés Phosphoric Acid Swollen Cellulose) em
diferentes condic¢des de pH por meio de técnicas analiticas qualitativas avancadas de espectrometria de
massas. Cel61A foi produzida de forma heterdloga pela levedura Komagataella phaffii (sequéncia nativa,
sem cauda de histidina) em biorreator e purificada por cromatografia de exclusdo molecular. Para os
testes de atividade enzimatica, 6.16 pg de Cel61A foram incubados com PASC (2 mg/mL), acido ascérbico
(1 mM) e tampdes acetato de sédio (10 mM) pH 4.5, 5.2 ou 6.0, a 50 °C, sob agitacdo (1.400 rpm),
utilizando volume reacional de 1 mL. Experimentos na auséncia de enzima e/ou acido ascérbico foram
realizados como controles negativos. Aliquotas foram recolhidas periodicamente, inativadas a 95 °C,
centrifugadas e analisadas por MALDI-TOF MS e UHPLC-ESI-MS. Como resultado da combinagdo das
duas técnicas qualitativas de espectrometria de massas, ions referentes a oligossacarideos nativos
com grau de polimerizacdo (DP) entre 2 e 9 (DP2 — DP9) e oxidados (DP2_ — DP5_) foram detectados
como produtos da acdo de Cel61A sobre PASC a partir de 24h de incubacdo em todas as condi¢es de
pH testadas. Oligossacarideos oxidados foram produzidos por Cel61A apenas quando na presenca de
acido ascérbico (agente redutor), confirmando a atividade de LPMO da enzima. A liberagdo de produtos
nativos, entretanto, foi observada independentemente da presenca de acido ascorbico, confirmando a
atividade hidrolitica previamente observada por outros autores. As técnicas UHPLC-ESI-MS e MALDI-TOF
MS se mostraram complementares para a andlise dos produtos de acdo de Cel61A. A primeira foi mais
eficiente na detec¢do de diferentes produtos oxidados enquanto a segunda mostrou maior amplitude
de deteccdo para oligossacarideos nativos. Os resultados confirmam a funcionalidade de Cel61A de T.
reesei produzida por K. phaffii com sequéncia nativa e sem cauda de histidina, na faixa de pH 4.5 — 6.0,
possibilitando sua aplicacdo em sacarificacdo de biomassa lignocelulésica.
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