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Resumo: Com o aumento da demanda por energia, a bioenergia de segunda geragéo (2G) torna-
se uma alternativa promissora para a producdo de biocombustiveis e bioprodutos a partir de
residuos agroindustriais, permitindo expandir a producdo de energia sem necessidade de novas
areas de cultivo. O bagaco de cana é uma fonte abundante de biomassa. Contudo, a complexidade
de sua estrutura, composta principalmente por polissacarideos e lignina, é um desafio para o
aproveitamento energeético. Fungos filamentosos possuem uma grande diversidade de CAZymes
(enzimas ativas em carboidratos). Consorcios fungicos de ascomicetos e basidiomicetos podem
otimizar a conversdo da biomassa. Em screening prévio foi definido o sistema de cocultivo entre
Trichoderma reesei RUT-C30 e Pleurotus citrinopileatus como o mais promissor entre 21
combinacfes. A adicdo de elementos externos, como as proteinas hidrofobinas (HFBs) nos
sistemas de cocultivo pode aumentar a eficiéncia de sacarificacdo da biomassa vegetal, devido as
propriedades anfifilicas dessas proteinas, que aumentam a interacdo entre enzimas e a biomassa
lignocelul6sica, melhorando a dispersdo das enzimas e a adesdo dos fungos a superficie do
substrato. Este projeto visa caracterizar o perfil enzimatico do sistema de cocultivo de
Trichoderma reesei RUT-C30 e Pleurotus citrinopileatus em meio complexo com adicdo das
HFBs. Os cultivos foram realizados com quantidades iguais de micélio de ambos os organismos e
com a adicdo de HFBs liofilizadas em concentracfes de 0,002 mg/mL e 0,004 mg/mL , sendo
entdo incubados a 28°C, por um periodo de nove dias, com coletas de aliquotas de 1 mL a cada
dia. Foram quantificadas as atividades enzimaticas de endoglucanases, hemicelulases, pectinases,
B-glicosidases, B-xilosidases, Mn peroxidase, proteases totais e lacase, utilizando métodos

colorimétricos especificos para cada enzima. A analise enzimatica revelou um aumento



significativo de atividade na presenca de HFBs. A concentracao de 0,004 mg/mL foi a mais eficaz,
especialmente no dia 8, destacando o potencial biotecnoldgico do processo para intensificacdo
enzimética. Esses resultados promissores serdo aprofundados em analises protedmicas para
explorar suas potencialidades. Devido ao alto custo das hidrofobinas comerciais, a expressao
heter6loga dos genes que as codificam foi considerada a alternativa mais viavel para garantir
quantidades e concentragcdes adequadas. Para isso, foi construido um sistema de expressao em
Komagataella phaffii, com genes de HFBs oriundos de P. pulmonarius (basidiomiceto) e T. reesei
(ascomiceto) foram otimizados e inseridos no vetor pP1C9. Apds amplificacdo em E. coli XL10-
Gold e confirmacdo por PCR, o plasmideo foi linearizado e transformado em K. phaffii por
eletroporacdo para integracdo gendmica. As coldnias transformadas serdo cultivadas em meio
seletivo, com inducdo da expressdo heter6loga com metanol. A expressao e secrecdo das HFBs
serdo verificadas por SDS-PAGE e as proteinas serdo purificadas por cromatografia de afinidade
e ultrafiltracdo. As HFBs demonstram elevado potencial para otimizar a eficiéncia na bioconversao
de residuos lignocelulésicos, como o bagaco de cana, contribuindo para a reducdo de custos e
maior sustentabilidade nos processos industriais. As analises protedmicas elucidaram interagdes
moleculares no cocultivo fangico, destacando mecanismos sinérgicos que potencializam a
degradacdo da biomassa, sinalizando novas oportunidades para aplicacdes biotecnoldgicas

baseadas em recursos renovaveis.



