dossier sobre biomassa

biodegradacgao e valorizagao

da lenhina, o mais abundante
polimero aromatico na natureza

A biomassa vegetal é atualmente considerada uma fonte promissora de quimicos, materiais

e combustiveis.

As biorefinarias lenhinocelulésicas sdo plataformas que integram proces-
sos de conversio de biomassa vegetal,em bio-produtos, bio-energia e bio-
-combustiveis (1). Estas plataformas pretendem substituir as tradicionais
refinarias de petréleo na obtengdo de compostos semelhantes e/ou simi-
lares. A implementaggo das biorefinarias contribui para o estabelecimento
da tdo desejada bio-economia, que se apoia na sustentabilidade econd-
mica e ambiental dos processos industriais, através (i) da substituicdo de
matérias-primas fésseis, por renovdveis, o que leva a menores emissdes
de didxido de carbono, com repercussdes por exemplo, na diminuicdo do
aquecimento global, e (i) da utilizagdo de agentes bioldgicos na conversao
destas matérias-primas, micro-organismos ou enzimas, em reacdes ame-
nas sob o ponto de vista fisico-quimico, energeticamente eficientes, e com
niveis de polui¢io significativamente reduzidos.

Para serem economicamente vidveis as biorefinarias precisam pri-
meiramente de superar a recalcitrincia do material lenhinoceluldsico
3 degradacio, isto € tém de ser capazes de separar eficientemente os
constituintes de biomassa vegetal vascular (a celulose, a hemicelulose e
a lenhina), para as varias aplicagdes potenciais, da mesma forma que as
refinarias de petrdleo separam as suas fragdes. (2) A presenca da matriz
de lenhina, na estrutura da parede celular das plantas, onde a celulose e
a hemicelulose estio imersas, tem sido reconhecida como o maior obs-
tdculo para a desconstrugdo da parede celular das plantas (3). Esta resis-
téncia deve-se & composicio e 2 estrutura heterogénea da lenhina, onde
diferentes unidades fenil propandides, formam uma matriz tridimensio-
nal, interligada por uma grande variedade de ligages resistentes do tipo
éter e carbono-carbono (Figura |A, IB) (4). Torna-se assim urgente
desenvolver estratégias de degradagio eficiente da lenhina, e também
da sua valorizacdo. De facto, a lenhina é atualmente considerado um
bio-residuo das indUstrias fenhinocelulésicas, sendo maicritariamente
queimado para obten¢do de energia. Por exemplo, embora a industria
de pasta de papel produza cerca de 50 milhes de toneladas de lenhina
por ano, s6 cerca de | milhdo de toneladas chega ao mercada dos quimi-
cos (5). A lenhina & o polimero aromitico mais abundante na natureza e
uma importante fonte renovdvel de vdrios compostos quimicos arom-
ticos (benzeno, toluene, xileno, vanilina, 4cido vanilico & derivados fend-
licos, entre outros) e materiais (resinas fendlicas, epdxidos, surfactantes,
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adesivos, dispersantes, polfmeros, entre outros) para a Indistria Qui-
mica (6-8). O valor potencial de mercado para bio-produtos com base
na lenhina é estimado em cerca de 12 bilhdes de euros para o quinqué-
nio 2020-2025, estando os compostos fendlicos e as fibras de carbono,
posicionados para capturar o maior fatia de mercado (9). Tem sido feita
uma forte aposta em investigagdo dedicada a conversdo de leninha em
quimicos de elevado valor acrescentado e precursores de combustiveis,
utilizando varias aproximages fisico-quimicas, nomeadamente através
de pirdlise, oxidagdo e hydrotreating (10). No entanto, atualmente estas
estratégias nio se tém revelado muito eficientes na recuperacdo efe-
tiva e ambientalmente equilibrada de mondémeros aromaticos € novos
(bio)processos precisam de ser desenvolvidos e implementados. A bio-
catdlise, ou seja a utilizagio de sistemas enzimaticos, oferece uma fer-
ramenta ambientalmente sustentdvel para a degradagdo e valorizagdo
da lenhina (I1,12).

A biodegradagio da lenhina ¢, em grande contraste com a biodegra-
cdo de outros polimeros biolégicos abundantes na natureza (como por
exemplo, a celulose ou 0 amido), realizada por um nimero relativamente
limitado de microrganismos, utilizando mecanismos extracelulares, nao-
-especificos e ndo-hidroliticos (I1). O grupo de microrganismos mais
bem conhecido, envolvido na degradagdo de lenhina, sdo fungos per-
tencentes ao filo dos Basidiomicota, e designados por fungos da podri-
dio branca. O branqueamento de biomassa vegetal pelos fungos da
podriddo branca, resulta de reaces oxidativas que levam a remogdo de
lenhina, com reten¢do da estrutura fibrosa, branca, constituida essen-
cialmente por celulose (Figura IC). Estes fungos produzem uma gama
alargada de enzimas oxidativas extracelulares, com atividade lenhinol-
tica, que incluem lacases, vdrias peroxidases (de lenhina, de mangané-
sio e versdtil) e algumas outras enzimas, ditas de auxiliares, que atuam
sinergisticamente no processo de degradagdo de lenhina. (13) Os proces-
s0s bioldgicos envolvidos na degradagdo da lenhina sdo do tipo “combus-
tivo™, i.e. uma agdo oxidativa ndo-especifica catalisada por enzimas, leva
a uma degradagio subsequente, independente da atividade enzimatica.
(14) Nas rea¢Bes de oxidagio de grupos funcionais da lenhina, catalisadas
pelas lacases ou peroxidases, formam-se tipicamente compostos radica-
lares, que devido a sua elevada reatividade, propagam uma variedade de
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reacdes oxidativas ndo enzimdticas. A oxidagdo da lenhina pode tam-
bém ser indireta, ou seja, ocorrer através de mediadores redox, molécu-
las organicas de baixo peso molecular, que sofrem oxidacdo enzimdtica,
formando, por sua vez radicais que vdo atuar ndo enzimaticamente sobre
as unidades da lenhina. Tem sido sugerido que alguns compostos fendli-
cos funcionam como mediadores "naturais”, uma vez que sdo abundantes
em ecosistemas onde ocorre a degradagdo de biomassa vegetal, uma vez
que ao serem oxidados pelas facases e, também peroxidases, formam,
radicais estdveis passiveis de oxidar unidades ndo-fendlicas da matriz tri-
dimensional da lenhina, as quais as enzimas por exemplo, nao tém acesso
direto por impedimento estereoquimico (15).

Nos Ultimos anos, o laboratdrio de Tecnologia Microbiana e Enzima-
tica do ITQB-UNL tem-se dedicado ao estudo de enzimas lenhinoliticas,
nomeadamente lacases, peroxidases bacterianas e, mais recentemente,
piranoses 2-oxidase. O potencial lenhinolitico bacteriano estd bastante
menos estudado do que o dos fungos, mas o interesse das enzimas bac-
terianas prende-se em primeiro lugar, com a maior simplicidade da bio-
logia das bactérias em contraste com a de fungos. Essa simplicidade
reflete-se em aspetos determinantes para o seu estudo e aplicagao
como por exemplo, na maior rapidez de crescimento das bactérias, e
na maior facilidade de clonagem de genes e expressao em hospedeiros
heterdlogos. Por outro lado, se considerarmos que a grande maioria das
enzimas nativas ndo possui os niveis de atividade ou de robustez neces-
sdria para aplicag®es industriais, sendo necessario melhorar as suas pro-
priedades enzimdticas, aplicando estratégias de engenharia de enzimas,
também aqui, os sistemas bacterianos apresentam vantagens claras, uma
vez que existem um maior ndmero ferramentas de biologia molecular
disponibilizadas para o fazer. Assim os objetivos de trabalho do labora-
tério que tenho liderado, tém sido, (1) expandir o nimero de enzimas
lenhinolfticas conhecidas, providenciando a sua caraterizagdo bioqui-
mica, cinética e estrutural, e elucidando os seus mecanismos cataliticos
e, (2) desenhar processos multi-enzimdticos para degradagao e conver-
sdo de compostos aromdticos xenobidticos ou naturais, como a lenhina,
incluindo a otimizagdo de enzimas através de engenharia de proteinas,
nomeadamente por evolugdo dirigida.

As lacases sdo enzimas que tém ides cobre nos seus centros catali-
ticos, pertencem familia das enzimas designadas por "Multicopper oxi-
dases” e, que, para além de apresentarem uma grande diversidade de
substratos, utilizando desde compostos fendlicos, a polifendis, ami-
nas aromdticas, tidis, entre outros, requerem unicamente oxigénio
como co-substrato, o que constitui uma vantagem, face a vasta maio-
ria de enzimas do tipo oxidoreductivo, uma vez que o oxigénio € rela-
tivamente barato e encontra-se disponivel com facilidade (16). Varios
estudos pioneiros permitiram-nos elucidar aspetos fundamentais das
propriedades de lacases bacterianas através de estratégias de investiga-
¢do multidisciplinares utilizando como sistema modelo a enzima CotA-
-laccase de Bacillus subtilis. Por exemplo, técnicas de mutagénese foram
utilizadas para substituir residuos de aminodcidos cataliticos, e permiti-
ram estudar, o efeito da diferente acessibilidade do solvente aos centros
de cobre, a importancia das intera¢des eletrostaticas na modulagdo do
potencial redox (17), os mecanismos moleculares envolvidos na incorpo-
racdo de cobre (18), e ainda da reducdo de oxigénio a dgua [(19) e refe-
réncias incluidas]. A identificagdo e estudo de lacases de microrganismos
hiperterméfilos, que crescem otimamente em habitats onde as tem-
peraturas superam os 80°C, mostrou pela primeira vez, enzimas com
uma elevada atividade para a oxidagdo de metais e uma estabilidade
intrinseca elevada, portanto, com potencial para explorar em aplicagdes
biotecnoldgicas [(20) e referéncias inclufdas). Estuddmos ainda a utiliza-
cdo das lacases na degradagio de unidades nao fendlicas de lenhina,
recorrendo a sistemas de lacases acoplados a mediadores “naturais”
(isto &, compostos fendlicos derivados de lenhina) (21); compardmos
a acio de diferentes mediadores na oxidagdo de unidades de lenhina

Figura | Fstrutura e composicio da lenhina (A) e do material lenhinocelulsico (B)
Branqueamento de material lenhinocelulSsico por fungos da podridao branca (C).

nio fendlicas, utilizando duas enzimas com propriedades diferentes, a
CotA-lacase bacteriana e uma enzima de origem fungica. Concluimos
que mais importante que a enzima utilizada e, portanto que as suas pro-
priedades intrinsecas, a capacidade catalitica destas, na conversdo das
unidades ndo fendlicas, depende essencialmente da natureza quimica e
das propriedades dos préprios mediadores. O mediador oxidado com
menor eficiéncia por qualquer das enzimas em estudo, metilseringato,
foi aquele que resultou em niveis de conversdo mais elevados das uni-
dades n3o-fendlicas de lenhina. Concluimos assim que a capacidade de
conversio depende principalmente da estabilidade dos radicais fenoxil
formados apds oxidagdo enzimética dos mediadores. Verificdmos ainda,
que, quanto maior o rdcio entre a concentragdo de mediador e de com-
posto nio fendlico, maiores sdo os niveis finais de conversdo. Isto deve-
-se ao facto de os produtos radicalares formados se envolverem em vias
degradativas competitivas. As enzimas bacterianas pelo facto de apre-
sentarem um pH étimo alcalino, por exemplo a CotA-lacase apresenta
ainda atividade a pH de 10-11, apresentam vantagens considerdveis em
processos de deslignificagdo e obten¢do de fraces de lenhina de baixo
peso molecular, soldveis em dgua, quando comparadas com enzimas de
origem fungica (22).

Identificdimos e caraterizdmos novas peroxidases hémicas bacteria-
nas, pertencentes a uma nova familia designado por "Dye-decolouri-
sing peroxidases” (DyP-peroxidases) [(23) e referéncias incluidas], assim
designadas por serem capazes de eficientemente descolorarem corantes
sintéticos de elevado potencial redox. Esta famflia de peroxidases tem
uma sequéncia primdria, estrutura e aparentemente mecanismos cata-
liticos diferentes de todas as outras peroxidases descritas (24-26). Sdo
enzimas que também apresentam uma grande variedade de substratos,
oxidando nio sé corantes do tipo antraquindnico e azo, mas também
compostos fendlicos e ndo fendlicos e ides metdlicos. Estas carateristicas
fazem pensar que estas enzimas possam substituir as peroxidases fdn-
gicas lenhinoliticas em aplicagbes biotecnoldgicas relacionadas com as
biorefinarias. Mais recentemente, caraterizdmos pela primeira vez uma
piranose 2-oxidase de origem bacteriana (27). As piranose 2-oxidase
sdo flavoproteinas, que catalisam a oxidagdo do carbono 2 de aldopira-
noses, como a glucose, galactose ou xilose, com redugdo concomitante
de O, a H,0, e, que apresentam, um grande interesse biotecnoldgico;
estas enzimas sao consideradas enzimas lenhinoliticas “auxiliares”, que a
par com as glioxal, aril-alcool oxidases, geram perdxido de hidrogénio
enzimaticamente, que serd utilizado em reagdes catalisadas pelas pero-
xidases na oxida¢do da lenhina (15).
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Figura 2 Evolucdo da enzima DyP-peroxidase; a introdugdo de 3 mutagdes apds trés gera-
¢es, resultou numa enzima com propriedades methoradas sob o ponto de vista de produgdo,
catalitico e de estabilidade (29)

A aplicagio de técnicas inovadoras de engenharia de proteinas,
nomeadamente de evolugio dirigida, que combinam a geragdo de
diversidade enzimdtica, através mutagénese aleatdria, com um rastreio
adequado para uma propriedade de interesse, permitiu-nos modificar
as propriedades de vdrias enzimas. Estas aproximagdes permitiram por
exemplo, modificar a especificidade de uma metaloxidase hipertermé-
fila, que apds introdugdo de 10 mutagdes, em quatro geracdes de muta-
génese, seguida de rastreio, aumentou 100 vezes a sua especificidade
para substratos orginicos, (28) e de uma DyP-peroxidase que apods
introducio de 3 muta¢des em trés ciclos de evolugdo, aumentou a sua
produtividade 2 vezes, apresentou um pH Stimo a 8.5, quatro unidades
acima do apresentado pela enzima parental, mostrou resisténcia a inati-
vagdo por peréxido de hidrogénio e uma atividade 10 a 100 vezes supe-
rior para compostos fendlicos, aminas aromdticas e lenhina “kraft” (29).
Os resultados obtidos utilizando esta estratégia de engenharia tém sido
muito promissores abrindo perspetivas para modificagdes/evolucdes
adicionais de forma a melhorar propriedades consideradas limitantes
para a aplicagdo de enzimas em processos industriais.

Por fim, considerando que as enzimas lenhinoliticas estudadas apre-
sentam um espetro de atividades alargado, investigdmos a utilizagdo
destas enzimas na degradagio e detoxificagio de corantes sintéticos,
que s3o poluentes organicos xenobidticos, e que persistem no ambiente
[(30) e referéncias incluidas] e, numa colaboragdo estabelecida com a
Prof, Maria Paula Robalo (ISEL/IST-UL), foi ainda possivel mostrar a utili-
dade das lacases bacterianas na conversdo de uma variedade de aminas
aromaticas, em varios compostos arométicos homo e heterociclicos que
apresentam atividade bioldgica relevante; em antibidticos e outros agen-
tes antibacterianos, pesticidas, corantes, biosensores, servindo ainda, de
blocos para a sintese de materiais organicos semi-condutores ou com
carateristicas eletrofotoquimicas (31-35).
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