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IDENTIFICACAO DE NOVAS ENZIMAS DE BIBLIOTECAS
METAGENOMICAS COM APLICACAO BIOTECNOLOGICA PARA A
AGROINDUSTRIA

RESUMO

O desenvolvimento de novas tecnologias e novas abordagens para aumento da
produtividade e melhoria das areas cultivadas € uma busca constante. A
utiizacdo de enzimas de microrganismos é uma alternativa para alguns
problemas encontrados no agronegdcio, como utilizacao de residuos agricolas,
controle biolégico de pragas e doencas e biorremediacdo de defensivos
agricolas/pesticidas. As lacases e feruloil esterases sdo enzimas de grande
importancia biotecnolégica. A metagendmica tem se mostrado bastante eficiente
na busca de novos genes codificadores de proteinas/enzimas e a tecnologia do
DNA recombinante facilita o acesso a esses genes. LacMeta € uma lacase
metagendmica, que possui potencial para degradacdo de corantes, conforme
resultados preliminares obtidos. Neste trabalho resolvemos aprofundar o estudo
da aplicacdo biotecnologica desta enzima para biorremediacdo de outros
compostos xenobidticos, visando determinar os parametros 6timos de reacao
bem como avaliar o potencial de detoxificacdo dos residuos tratados. Para esta
abordagem foram escolhidos o verde de malaquita (VM), amplamente utilizado
na aquicultura apesar de proibi¢cdes vigentes por diversas normas ambientais; o
hidroxido de fentina (fungicida) e o imazapic (herbicida), ambos defensivos
agricolas largamente utilizados em monoculturas, visando verificar o potencial
catalitico e mecanismos bioquimicos de atuacdo da LacMeta. Os resultados
obtidos comprovaram a eficiéncia da LacMeta na detoxificacdo dos xenobiéticos,
sobretudo no que diz respeito a sua atuacao na degradacao completa do VM em
48 h, resultando em metabdlitos inertes de acordo com os resultados de
fitotoxidade e citotoxidade. Além disso, visando fomentar novos estudos de
aplicacdo na degradacdo de residuos agricolas, prospectamos uma feruloil
esterase (FAE) em bancos de dados metagendmicos. Esta enzima atua na
degradacdo de acidos hidroxinamicos presentes na biomassa lignocelulésica. A
nova FAE foi identificada como do tipo C. Andlises preliminares da enzima em
extrato celular soltvel bruto indicaram que a FeaC7 apresentou atividade
enzimatica positiva para esterase e tanase. Em conjunto, os resultados deste
trabalho demonstram que, as enzimas metagendémicas LacMeta e FaeC7
possuem elevado potencial biotecnoldgico para aplicacao na agroindustria, uma
vez que podem atuar na degradacao de residuos agricolas e na biorremediacéo
de pesticidas.

Palavras-chaves: lacase, feruloil esterase, biorrefinaria, biorremediacao



IDENTIFICATION OF NEW ENZYMES FROM METAGENOMIC LIBRARIES
WITH BIOTECHNOLOGICAL APPLICATION FOR AGRIBUSINESS

ABSTRACT

The development of new technologies and new approaches to increase
productivity and improve cultivated areas is a constant search. The use of
enzymes from microorganisms is an alternative for some problems encountered
in agribusiness, such as the use of agricultural residues, biological control of
pests and diseases and bioremediation of agricultural pesticides/pesticides.
Laccases and feruloyl esterases are enzymes of great biotechnological
importance. Metagenomics has proved to be quite efficient in the search for new
genes encoding proteins/enzymes, and recombinant DNA technology facilitates
access to these genes. LacMeta is a metagenomic laccase, which has the
potential for dye degradation, according to preliminary preliminary results
obtained in my master's thesis. In this work we decided to deepen the study of
the biotechnological application of this enzyme for the bioremediation of other
xenobiotic compounds, aiming to determine the optimal reaction parameters as
well as to evaluate the detoxification potential of the treated residues. Malachite
green (VM) was chosen for this approach, widely used in aquaculture despite
bans in force by various environmental authorities; fentin hydroxide (fungicide)
and imazapic (herbicide), both pesticides widely used in monocultures with high
persistence of environmental residues, aiming to verify the catalytic potential and
biochemical mechanisms of action of LacMeta. The results obtained proved the
efficiency of LacMeta in the detoxification of xenobiotics, especially with regard
to its action in the complete degradation of VM in 48 h, resulting in inert
metabolites according to the phytotoxicity and cytotoxicity results. Furthermore,
in order to promote new application studies in the degradation of agricultural
residues, we prospected a feruloyl esterase (FAE) in metagenomic databases,
an enzyme that acts on the degradation of hydroxynamic acids present in
lignocellulosic biomass. The new FAE was identified as type C. Preliminary
analysis of the enzyme in crude soluble cell extract indicated that FeaC7 showed
positive enzymatic activity for esterase and tannase. Together, the results of this
work demonstrate that the metagenomic enzymes LacMeta and FaeC7 have a
high biotechnological potential for application in the agroindustry, since they can
act in the degradation of agricultural residues and in the bioremediation of
pesticides.

Keywords: laccase, feruloyl esterase, biorefinery, bioremediation
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Capitulo 1- Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

Parte do setor industrial esta se tornando cada vez mais dependente do
uso de enzimas como catalisadores, como por exemplo, as proteases, lipases e
celulases, entre outras. A descoberta de novas enzimas pode contribuir para o
aumento do rendimento dos sistemas agricolas e, para isso, a utilizacado de
técnicas como a metagendmica e a tecnologia do DNA recombinante, sao
essenciais.

Os sistemas agricolas consistem em um conjunto diverso de
ecossistemas complexos e a demanda por uma abordagem mais sustentavel,
vem tornando constante a busca por novos métodos aplicados a sistemas
agricolas. Entres os problemas que podem ser encontrados relacionados a
agricultura, podemos citar a contaminacdo do solo e da agua por pesticidas, a
ocorréncia de pragas e doencas que afetam os cultivos agricolas e a producéo
de residuos agricolas. Dentre as solugcbes possiveis para amenizar estes
problemas esté a substituicdo de parte destes pesticidas por praticas de controle
bioldgico, a utilizacdo de residuos agricolas e desenvolvimento de abordagens
eficientes de tratamento de residuos quimicos, como utilizando a
biorremediagéao.

Entre os principais pesticidas, também denominados defensivos
agricolas, encontram-se os herbicidas, inseticidas e fungicidas que, a despeito
de sua importancia para a produtividade, muitas vezes por uso indiscriminado e
até mesmo recorréncia de aplicacdo, podem contaminar o ambiente de forma
severa. A biorremediacdo desses compostos por microrganismos tem sido
bastante estudada, porém poucos sdo os trabalhos que demonstram a
degradacgéo completa desses pesticidas.

A biomassa lignocelulésica € a principal fonte para a producdo de
bioetanol, aléem disso, pode ser encontrada facilmente em residuos de
agroindustrias. Diversas enzimas estdo envolvidas neste processo, como as
glicosil hidrolases, lacases e feruloil esterases. Uma vez que a agroinddstria
produz toneladas de residuos como bagaco de cana-de-agucar, casca de arroz,
casca de feijdo, casca de amendoim, entre outros. A utilizacdo de

enzimas/coquetéis enzimaticos seria uma excelente alternativa para a geragéo



de produtos como bioetanol e até insumos que poderiam ser utilizados na
industria cosmética, como o acido ferulico.

Considerando a necessidade de abordagens mais sustentaveis, o uso de
microrganismos na agricultura e no beneficiamento de produtos, vem
aumentando cada vez mais, a exemplo do uso de Bacillus thuringiensis que é
um dos maiores agentes de controle biolégico encontrados atualmente, com
efeito em diversas pragas e doencas como Spodoptera frugiperda, antracnose e
broca da cana-de-agcucar (Diatraea saccharalis). Outro microrganismo
interessante é o Trichoderma sp. que possui alto potencial para controle
bioldgico, biorremediacdo e para degradacdo de residuos agricolas. Grande
parte desse potencial deve-se ao maquinario enzimatico presente nesses
fungos, como quitinases (Mohiddin et al., 2021), proteases (Sun et al., 2021), 13-
glicosidases, xilases (Bahaman et al., 2021), lacases (Ranimol et al., 2018), 3-
xiloxidases (Marlene et al., 2021) e lipases (Qin et al., 2012), entre outras.

E notavel a importancia do uso direto de microrganismos para realizac&o
desses processos, porém a utilizacdo de suas enzimas pode ser ainda mais
vantajosa, uma vez que a atuacao pode ocorrer de maneira mais especifica e a
producdo de produtos/metabdlitos oriundos da catalise enzimatica € mais
previsivel. Um dos fatores que facilitaria a utilizacdo pratica e viavel dessas
enzimas microbianas para aplicagcdo na agricultura, € a otimizacdo de
metodologias de producdo heterdloga em larga escala, 0 que proporcionaria a
producao e a possibilidade de manejar os parametros de inducao para obtencao
de maiores rendimentos. Para isso € necessario que sejam realizados estudos
com intuito de rastrear enzimas que possam ser utilizadas em ambientes hostis
e se adaptem bem a abordagens de escalonamento. Considerando a
morosidade dos estudos bioquimicos in vitro, para que essa abordagem de
rastreio seja efetiva, sdo fundamentais abordagens in silico por bioinformatica,
gue juntamente com o0 acesso a banco de dados génicos, incluindo os
metagendmicos, permitiram acesso ao potencial metabdlico de microrganismos
incultivaveis, facilitando a descoberta de novas enzimas com mecanismos de
catélise diferentes. Algumas empresas como a Basf Enzymes LLC
(https://www.basf.com) comercializam enzimas de origem metagenémica, como

fitase, xilanase, amilase e celulase (Berini et al., 2017).
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4. CONCLUSOES
A prospeccao de novas FAE nos metagenomas do LBMP, encontrou uma

nova representante do tipo C. FaeC7 foi obtida na forma solluvel e apresentou
atividade com p-nitrofenil acetato, além disso como representante do tipo C,
também apresentou atividade para tanase. A descoberta dessa nova enzima
bifuncional, demonstra mais uma vez o potencial da técnica de metagenémica

para obtencdo de novas moléculas funcionais.
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