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RESUMO

O etanol de segunda geracdo, produzido a partir dos polissacarideos da biomassa
lignocelulodsica, apresenta-se como uma alternativa promissora para tornar a matriz energética
brasileira solida e, em grande parte, renovavel. A biomassa é composta basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina. Celulose e hemicelulose devem ser hidrolisadas a aguicares monoméricos
fermentesciveis para produzir etanol. Entretanto, a tarefa de propor um processo enzimatico de
hidrolise eficiente e de baixo custo com a finalidade de sacarificar a biomassa ¢ desafiadora, pois os
polissacarideos que a compdem sdo complexos e recalcitrantes. Embora as hemiceluloses
representem cerca de 30% dos aglicares do bagaco da cana-de-agucar, uma das biomassas mais
promissoras para a produgdo de etanol de segunda geragdo no Brasil, ainda poucos estudos sdo
direcionados ao estudo da sacarificagdo dessa fracdo de polissacarideos. Hemicelulases sao
glicosideo hidrolases que catalisam a hidrélise dos polissacarideos hemicelulésicos, e que em
atuacdo sinérgica com celulases promove a hidrolise do bagago de cana-de-agticar de maneira mais

eficiente que as classes de enzimas isoladamente.

A primeira parte dessa dissertacdo apresenta a caracterizacdo bioquimica e biofisica de uma
arabinofuranosidase GH51 do micro-organismo Bacillus subtilis 168. a-L-arabinofuranosidases sao
hemicelulases que hidrolisam terminais ndo redutores de polissacarideos contendo arabinose. A
AbfA mostrou-se robusta, atuando numa ampla faixa de temperatura, e capaz de liberar mondmeros
de arabinose hidrolisando 1,5-a-L-arabinoheptaose a partir da extremidade ndo-redutora. A andlise
dos dados de SAXS combinada com simula¢des de dindmica molecular mostraram que a AbfA em
solucdo é hexamérica, com cada subunidade contendo uma molécula com dominio catalitico em
enovelado na forma de barril (a/f)s seguido por um dominio acessorio B-sandwich. Esses dados
evidenciam que a estrutura quaternaria pode ser importante para o desempenho de atividade das

arabinofuranosidases da familia 51.

A segunda parte da dissertagdo aborda uma avaliagdo da influéncia dos dominios de ligacao
a carboidratos na atividade de xilanases mesofilicas e termofilicas. Xilanases sdo hemicelulases que
catalisam a hidrolise de ligagdes endo-1,4-B-D-xilosidicas na molécula de xilano. Fusdes génicas
uniram end-to-end um CBM6 de Clostridium thermocellum aos dominios catataliticos xilanasicos
das enzimas GH10 termofilica (de Thermotoga petrophila) e GH11 mesofilica (de Bacillus subtilis
168). O CBM6 alterou o padrdo de hidrolise das quimeras termofilicas e aumentou a constante de
eficiéncia da quimera mesofilica, quando comparadas as enzimas nativas respectivas. Além disso,
na hidrolise da biomassa da cana-de-agucar a xilanase quimérica mesofilica suplementou o coquetel
comercial Accellerase 1500, liberando mais acticares redutores. Dessa forma a fusdo ao CBM6

mostrou-se uma alternativa para construir enzimas com melhor desempenho cinético.
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ABSTRACT

The second generation ethanol, produced from lignocellulosic biomass polysaccharides,
presents itself as a promising alternative to make the Brazilian energy matrix solid and largely
renewable. Biomass is composed mainly of cellulose, hemicellulose and lignin. Cellulose and
hemicellulose must be hydrolyzed in fermentable monomeric sugars to produce ethanol. However,
the task of proposing a process for enzymatic hydrolysis efficient and low cost in order to
saccharify the biomass is challenging because its polysaccharides are complex and recalcitrant, so it
requires the presence of several different catalytic activities for hydrolysis. Although hemicelluloses
represent about 30% of sugars from sugarcane bagasse, one of the most promising biomass for the
production of second generation ethanol in Brazil, few studies are directed to the saccharification
study of this polysaccharidic fraction. Hemicellulases are glycoside hydrolases that catalyze the
hydrolysis of hemicellulosic polysaccharides and works synergistically with cellulases promoting

the hydrolysis of sugarcane bagasse more efficiently than each one class of enzymes alone.

The first part of this dissertation presents the biochemistry and biophysics characterization
of a GHS51 arabinofuranosidase from microorganism Bacillus subtilis 168. ao-L-
arabinofuranosidases are hemicellulases that hydrolyze linkages in terminal nonreducing ends of
polysaccharides containing arabinose. The AbfA showed itself robust, working in a wide
temperature range, and able to release arabinose monomers hydrolyzing 1,5-a-L-arabinoheptaose
from the non-reducing end. The analysis of SAXS data in combination with molecular dynamics
simulations showed that AbfA solution is hexameric, with each subunit containing a molecule with
catalytic domain coiled in the form of barrel (a/p)s followed by a B-sandwich domain accessory.
These results evidence and corroborate data that the quaternary structure may be important for the

activity of GH51 arabinofuranosidases family.

The second part of the thesis adresses an evaluation of the influence of carbohydrate-
binding modules, non-catalytic domains of polysaccharides recognition, in the activity of
mesophilic and thermophilic xylanases. Xylanases are hemicellulases that catalyze the hydrolysis of
endo-1 ,4-B-D-xylosidic linkages in xylan molecule. Gene fusions joined end-to-end a CBM6 from
Clostridium thermocellum to catalytic xylanasic domains of enzymes thermophilic GH10 (from
Thermotoga petrophila) and mesophilic GH11 (from Bacillus subtilis 168). The CBM6 changed the
hydrolysis pattern of thermophilic chimeras increased the efficiency constant of mesophilic
chimera, when compared to the respective native enzymes. Furthermore, in the sugarcane biomass
hydrolysis mesophilic chimeric xylanase supplemented the commercial cocktail Accellerase 1500,
releasing more reducing sugars. In conclusion, the CBM6 fusion proved itself an alternative to

construct enzymes with better kinetic performance.
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I- Revisao Bibliografica

1.1 Introducao

Fato notorio na sociedade global contemporanea a crescente convicgdo de que alternativas
aos combustiveis fosseis devem ser buscadas com urgéncia em prol de um modelo econdémico
sustentavel. Esta conscientizacao € reforgada por observagoes de retracdo das geleiras e aumento da
gravidade das catastrofes climaticas. Além disso, a instabilidade no mercado internacional de
energia, provocada pelo aumento da demanda energética intrinseca ao crescimento econdmico dos
paises emergentes, corrobora para uma busca ampla e sistematica por fontes de energia que sejam
alternativas vidveis aos derivados de petroleo (CERQUEIRA LEITE et al., 2009*; SOCCOL et al.,
2010). No primeiro topico dessa dissertacdo o leitor encontrara as bases para entender o papel do
bioetanol como uma alternativa promissora de combustivel renovavel para ser amplamente utilizado
na matriz energética mundial e os gargalos dessa empreitada. O topico traz ainda informagdes sobre
o papel importante desempenhado pelas hemicelulases, enzimas que foram objeto dessa dissertagdo,
que possuem valorosas aplicagdes biotecnologicas, dentre estas a produgdo de bioetanol de segunda
geracdo. Os demais topicos apresentam a metodologia empregada e os resultados obtidos com os

trabalhos de mestrado explorando diferentes hemicelulases.

1.2 Reaproveitamento da biomassa da cana-de-agicar: alternativa para o aumento da
producio de bioetanol

O bioetanol de cana-de-acticar é atualmente a opgdo de biomassa energética de maior
produtividade por area plantada e de melhor balango energético, que é a razdo entre a energia que
sai na forma de produto (etanol e energia mecanica, térmica e elétrica) e a energia fossil consumida
na cadeia produtiva. Somam-se a esse fato os dados de (MACEDO, 2005) que apontam para cada
m® de bioetanol consumido uma reducdo de 2,1 toneladas nas emissdes de CO,. Desse modo,
investir na lideranga brasileira na producgdo de etanol representa uma oportunidade estratégica em
um cenario de crescente demanda global por energia limpa. Anualmente 20 bilhdes de etanol sdo
produzidos através da fermentagdo da sacarose, obtida a partir da moagem da cana-de-agucar, e
denominado de primeira geracdo, cujo processo de producdo consiste em etapas de extragdo do

caldo da cana-de-agucar, fermentacdo, destilacdo e desidratacao (SOCCOL et al., 2010).

Do processo de producdo do bioetanol de primeira geracdo emerge como residuo uma
grande quantidade de material, a biomassa de cana-de-actcar, que ¢ resultante dos procedimentos
de limpeza, preparo (redugcdo por meio de jogos de facas rotativas niveladoras e desfibramento
através de jogos de martelos oscilantes) e extragdo do caldo de cana (por meio de ternos de moagem

ou de difusores) (CERQUEIRA LEITE, 2009°). A biomassa lignocelulésica é composta de duas

13



principais fragdes de polimeros, que sdo constituintes da parede celular da cana de agucar: celulose,
hemicelulose, além de uma macromolécula abundante, a lignina. Na composicdo do bagaco da
cana-de-acucar se tem, em média, 43% de celulose e 25% de hemicelulose, os quais se sacarificados
a monossacarideos e fermentados podem ser fonte de carbono para a produgdo de etanol,
denominado etanol de segunda geragdo. Assim, uma tonelada de bagago, com 50% de umidade, tem
o potencial de produgao, via hidrolise, de 186 litros de etanol (PANDEY et al., 2000; ROCHA et al,
2012). Cerca de 90% dessa biomassa lignocelulésica ¢ utilizada nas usinas para queima e cogeracao
de energia elétrica (MACEDO, 2005). Se o restante de 8% fosse sacarificado e fermentado, a
producdo de etanol atual de cerca de 6000 litros por hectare cultivado de cana de agucar passaria a
8200 L/ha. Deve-se considerar ainda a possibilidade de aumentar a eficiéncia do processo de
cogeragao de energia e destinar cerca de 50% do bagago para a produgdo de bioetanol de segunda
geragdo. Nessa perspectiva a producdo de etanol poderia atingir cerca de 10.000 L/ha aumentando a
produgdo de etanol brasileira para 70 bilhdes de litros anuais sem aumento de area plantada de cana-

de-agtcar (MACEDO, 2005; SOCCOL et al., 2010).
1.3 A biotecnologia aplicada na degradac¢io da biomassa vegetal

1.3.1 Producio de etanol de segunda geracio

Para produzir etanol a partir dos polissacarideos presentes na biomassa faz-se necessario um
processo de hidrolise que transforme as cadeias dos polissacarideos presentes na celulose e
hemicelulose em hexoses e pentoses. A hidrélise de materiais lignocelulosicos pode ser realizada
via processos quimicos (hidrolise acida) ou biologicos (hidrdlise enzimatica) (SOCCOL et al.,
2010). Comparativamente as rotas quimicas, a rota enzimatica se apresenta como uma alternativa
mais adequada a producao de etanol celulosico, em virtude da possibilidade de se obter rendimentos
glicosidicos elevados, ao mesmo tempo em que hidrolisados com reduzida toxicidade aos
microrganismos da fermentagdo sdao obtidos (NAIK et al., 2010). O uso de enzimas em processos
industriais pode eliminar a aplicacdo de altas temperaturas, solventes organicos ou pHs extremos; e
ainda pode garantir um aumento da especificidade sob substrato, pureza do produto e redugdo dos
impactos ambientais. Embora notavelmente vantajosa em relagdo a hidrolise acida, o alto custo para
produzir enzimas ainda é um gargalo para viabilizagdo da producdo de bioetanol de segunda
geracgdo. A constituicdo complexa da parede celular das plantas, e consequentemente da biomassa, ¢

um entrave a aplicagdo de uma tecnologia de hidrolise enzimatica eficiente (KIM et al., 2009).

1.3.2 A composicio complexa da parede celular requer um coquetel de enzimas para
sacarificacdo
As células vegetais possuem dois tipos de parede celular: primaria e secundaria. A parede

celular primaria, sintetizada durante os estagios iniciais de desenvolvimento, ¢ composta por
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celulose, hemicelulose, polissacarideos pécticos e algumas proteinas (Figura 1.1). A parede celular
secundaria ¢ depositada em células completamente desenvolvidas e em tecidos especializados,
como as fibras do xilema. Em comparacdo a parede celular primaria, a celulose da parede
secundaria possui maior grau de polimerizagdo e cristalinidade, o que confere maior resisténcia a
madeira. A dureza desse ultimo tipo de parede ¢ devida em grande parte a deposicdo dos
polissacarideos e acumulo de compostos fendlicos (MINIC et al., 2006). Estudos apontam a
necessidade de um ataque sinérgico de varios tipos de enzimas, com diferentes atividades
cataliticas, para tornar possivel e viavel economicamente a conversdo da celulose e hemicelulose
em agucares fermentesciveis (GILBERT, 2010). A composi¢do por celulose, hemicelulose e pectina
varia entre as espécies de planta, o bagaco proveniente da cana-de-agtlicar, por exemplo, é composto

por cerca de 43% de celulose e 25% de hemicelulose (ROCHA et al., 2012).

Lamela [
média L

Parede celular
primaria

Membrana < 2 : , I » Celulose
plasmatica L :

Hemicelulose

Figura 1.1: Parede celular primaria. Adaptado de SCHELLER et al., 2010.

A celulose, o maior componente, consiste em um polimero linear de residuos de B-(1—4)-
D-glicose. Apresenta-se na forma de microfibrilas e sua principal func¢ao € conferir rigidez a parede
celular. A celulose ¢ sintetizada na membrana plasmatica ¢ entdo posteriormente depositada na
parede celular (MINIC et al., 2006). Esse polissacarideo que possui regides de alta cristalinidade e
regides amorfas (ndo-cristalina) exibe resisténcia a hidrdlise, sobretudo nas regides cristalinas
(ARANTES et al., 2010). A hemicelulose, o segundo constituinte mais abundante da biomassa, é
composta por um esqueleto de xilano, e quantidades menores de diversos polissacarideos contendo
glicose, arabinose ¢ manose. A sintese desses polissacarideos ¢ realizada no complexo de Golgi ¢
dessa organela sdo excretados para a parede celular. O xilano, presente em maior propor¢do na
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hemicelulose, ¢ formado por uma cadeia principal de residuos de [-(1—4)-D-xilopiranose
substituida com L-arabinofuranose, acido glicurénico, acido 4-O-metilglicuronico e cadeias laterais
acetil de extensdes variadas. Ja o xiloglucano tem como esqueleto principal residuos de B-(1—4)-D-
glicose substituido com xilose, galactose e L-fucose. Os contituintes da hemicelulose interagem
com a celulose através de ligagoes de hidrogénio, contribuindo com o seu papel estrutural (LIMA et
al., 2004; GILBERT, 2010). Em menor quantidade estdo presentes as pectinas que sdo
heteropolissacarideos compostos por homogalacturanas, ramnogalacturonas e xilogalacturonas. As
cadeias helicoidais desses aglicares interagem com o Ca®” formando zonas de jungdo que integram
varias cadeias numa matriz de caracteristica gelatinosa (VINCKEN et al., 2003; MINIC et al.,
2000).

A degradacdo completa da parede celular até agtcares monoméricos, dada sua complexa
constitui¢do, ¢ uma tarefa que depende da agdo concertada de varias atividades cataliticas distintas,
principalmente celulases e hemicelulases (Figura 1.2). As celulases sdo responsaveis pela hidrolise
da celulose. Essa terminologia congrega enzimas com diferentes atividades cataliticas que podem
ser divididas em pelo menos outras trés classes: endo-1,4-B-glucanases (EC 3.2.1.4),
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e B-glucosidases (EC 3.2.1.21). As endo-1,4-B-glucanases atacam
randomicamente as ligagdes internas das regioes de celulose amorfa, abrindo sitios de agdo para as
celobiohidrolases. As celobiohidrolases sdo também denominadas exoglucanases e removem
mondmeros e dimeros das extremidades da celulose, atuando inclusive sobre a forma cristalina. Por
fim agem as p-glucosidases que hidrolisam a celobiose em duas moléculas de glicose (PEREZ et

al., 2002).

Ja o grupo das hemicelulases congrega uma vastiddo ainda mais ampla de classes de
glicosideo hidrolases. A completa degradagdo do xilano requer a cooperagdo de varias enzimas
hidroliticas, sobretudo endo-1,4-B-xilanase (EC 3.2.1.8) e 1,4-B-xilosidase (EC 3.2.1.37), que tem a
acdo complementada sinergicamente por enzimas acessorias como a-L-arabinofuranosidase (EC
3.2.1.55), p-feruloil esterase (EC 3.1.1.73), B-glucuronidase (EC 3.2.1.139) e acetilxilano esterase
(EC 3.1.1.72) (HOWARD et al., 2003; GILBERT, 2010).
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Figura 1.2: Degradacio da celulose e hemicelulose. (a) Sistema celulolitico visto esquematicamente. (b) Esquema da

degradagdo de um arabinoxilano. As enzimas estdo listadas na tabela inserida. Extraido de ARO ez al., 2005.

1.4 Endo-1,4-p-Xilano hidrolases

Xilanases sdo glicosidases (O-glicosideo hidrolases) que catalisam a hidrolise de ligacdes
endo-1,4-B-D-xilosidicas em seu substrato, a molécula de xilano. O primeiro relato de xilanases ¢
de 1955, e em 1961 houve o reconhecimento oficial pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular, que as denominaram endo-1,4-B-xilanases (E.C. 3.2.1.8). Segundo dados Paes
et al. (2012), obtidos do servidor Carbohydrate Active Enzymes (CAZy) (http://www.cazy.org/),
constituem um grupo amplo de enzimas ocupando, com base em similaridades na sequéncia
primaria, 5 familias de glicosideo hidrolases (GH): 5,8,10,11,30. No entanto a maior parte das
sequéncias conhecidas pertence as familias GH10 e 11 (SHALLOM, D. et al., 2003; COLLINS et
al., 2005). Tipicamente a familia 10 tem alta massa molecular e baixo pl, com dobramento do tipo
(a/B)s, amplamente denominado TIM barril. A familia 11 abriga apenas xilanases que possuem
menor versatilidade catalitica, ou seja, sdo mais seletivas com relagdo ao tipo de substrato (residuos,
tamanho e tipo de ligagdo). Apresenta como caracteristicas baixa massa molecular, alto pl e
estrutura dobrada em p-jelly roll, onde duas folhas B-pregucadas formam uma camada dupla
envolvendo o sitio catalitico (COLLINS et al., 2005). Uma ampla diversidade de organismos sdo

produtores de xilanases incluindo bactérias, algas, fungos, protozoarios e artropodes (BEG et al.,
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2001; COLLINS et al., 2005) e também em microrganismos que vivem em ambientes extremos

(MCCARTHY et al., 2000).

A maioria dos xilanos ocorre como heteropolissacarideos, contendo diferentes grupos
substituintes no esqueleto de residuos de B-xilopiranose e nas cadeias laterais originadas de
ramificagdes. O grau e a diversidade de ramifica¢des na cadeia de xilano variam. Relatos citam as
ramificagdes por grupos L-arabinosil, D-galactosil, acetil, feruloil e glicuronil como mais comuns
(BEG et al., 2001; KNOB et al.,, 2010). Tem-se conhecimento de que, entre os fatores que
dificultam a ag@o das endo-1,4-B-xilanases, estdo a presenca de eventuais substituigdes por
arabinoses, assim como acetilacdo e ligacdes cruzadas com compostos fenolicos presentes também
na parede celular vegetal. Diante dessa caracteristica de diversidade do xilano e da hemicelulose,
varios artigos relatam que para a hidrolise, as endo-1,4-B-xilanases necessitam de auxilio de muitas

outras hemicelulases, numa atuagao concertada.

A hidrélise de ligagoes glicosidicas ¢ realizada por meio de catalise acida e requer dois
residuos de aminoécidos: um doador de protons e um nucledfilo (base). Essa hidrolise pode ocorrer
por meio de dois mecanismos que sao diferenciados pela retencdo ou pela inversao da configuragio
do carbono anomérico. Em ambos 0s mecanismos a posi¢cdo do doador de prétons € idéntica, perto o
suficiente para formar uma ligagdo de hidrogénio com o oxigé€nio glicosidico. Em enzimas que
retém a configuracdo, a base nucleofilica da catalise ¢ “vizinha” do carbono anomérico do agucar.
As enzimas que invertem a configuracdo diferem justamente na distdncia dessa base, que ¢ mais
distante do alvo no substrato. Nesse caso, uma molécula de 4gua pode se acomodar no espago entre
o nucleoéfilo e o actcar (DAVIES et al., 1995). As familias GH 10 e 11 possuem dois residuos de
glutamato como doador de prétons e nucleodfilo atuando, geralmente, pelo mecanismo de retencdo
(COLLINS et al., 2005). No caso do mecanismo de retencdo (Figura 1.3), na primeira etapa da
reacdo o residuo de glutamato chamado acido/base age como um acido protonando o substrato
enquanto o outro residuo de glutamato agindo como um nucleoéfilo provoca a partida do grupo de
saida ¢ a formagdo da glicosil-enzima intermediaria. Na segunda etapa, o residuo acido/base age
como uma base retirando um proton de uma molécula de agua que ataca entdo o carbono anomérico
da glicosil-enzima intermediaria. Assim uma segunda substituicdo ocorre originando um produto

em configuracdo B, a mesma do substrato (PAES et al., 2012).
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Figura 1.3: Mecanismo de reten¢do para hidrodlise de uma liga¢do covalente O-glicosidica por uma xilanase. (a) O
mecanismo de reten¢do, em que o oxigénio da ligagdo glicosidica ¢ protonado por um catalisador acido (A/B) e o ataque
nucleofilico ¢ promovido por uma base (Nuc). A glicosil-enzima resultante (Intermediario) ¢ hidrolisada por uma
molécula de agua e a segunda substitui¢do no carbono anomérico gera um produto com estereoquimica idéntica aquela do

substrato. Adaptado de Paés et al. (2012).

1.5 Arabinofuranosidases

a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) sdo classificadas como exo-hidrolases que
removem as cadeias laterais de polissacarideos que contenham residuos de arabinose em ligacdes o-
1,2, a-1,3 e a-1,5 ligados a cadeia principal, comumente composta por arabinose (arabinananas) ou
xilose (arabinoxilanos). No CAZy (Carbohydrate-Active enzyme, http://www.cazy.org/) o-L-
arabinofuranosidases sdo encontradas em seis familias de glicosideo hidrolases: 3, 10, 43, 51, 54 e
62 (NUMAN et al., 2006). A arquitetura estrutural e a presenga de dominios auxiliares implicam no
reconhecimento de diferentes ligacGes e substratos. Essas familias possuem estruturas
tridimensionais caracteristicas e hidrolisam eficientemente tipos diferentes de polissacarideos
contendo arabinoses. Como exemplo, pode-se citar a familia GH62, qua atua apenas sobre
arabinoxilanos e ndo possui atividade em pNPA (substrato sintético especifico para o-L-

arabinofuranosidases). A familia GH51 relne tanto enzimas que possuem alta atividade em sugar
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beet (arabinana substituida por arabinoses nas posigdes O-2 ¢ O-3) e baixa atividade em arabinana
desramificada (BEYLOT et al., 2001), como enzimas que apresentam alta atividade em arabinana
desramificada (debranched arabinan) e baixa atividade em sugar beet (TAYLOR et al., 2006).
Embora os mecanismos moleculares estruturais associados a essa diferenca funcional permanecam
obscuros, Taylor e colaboradores (2006) trabalhando com uma arabinofuranosidase GH51 de
Clostridium thermocellum demonstraram em oligossacarideos curtos que as constantes cinéticas sao

similares ao hidrolisar liga¢des do tipo a-1,5 e a-1,3.

As arabinofuranosidases integram o quadro chamado de enzimas acessorias juntamente com
arabinanases, mananases ¢ acetil xilano esterases, dentre outras. Estudos recentes vém
demonstrando o papel essencial desse tipo de enzimas para a hidrolise de materiais lignoceluldsicos,
inclusive na reducdo dos custos de conversio de biomassa em biocombustiveis.
Arabinofuranosidases sdo as enzimas mais estudadas para complementacdo sinérgica da atividade
de xilanases. De fato ALVIRA ef al. (2011) demonstraram que ao suplementar uma mistura
comercial de celulases com uma arabinofuranosidase de Aspergillus niger € uma xilanase de
Aspergillus nidulans taxas de hidrolise 10% maiores de agucares redutores foram obtidas,
mostrando o potencial dessa enzima para aumentar a eficiéncia de hidrdlise. A possibilidade de
hidrolise de diferentes tipos de ligagdo com a mesma eficiéncia torna a familia GH51 uma 6tima
classe de enzimas para suplementacdo de coquetéis flingicos e comerciais para degradagdo da
biomassa, pois nela uma mistura complexa de polissacarideos estd presente. Nesse contexto estudos
correlacionando fungdo e estrutura dessa classe de enzimas com vistas ao esclarecimento dos

mecanismos moleculares de sua atuagdo é de grande interesse biotecnologico.

1.6 Dominios de ligacio a carboidratos (CBMs)

Uma das caracteristicas mais significativas das enzimas que degradam a parede celular de
plantas ¢ sua complexa arquitetura molecular onde dominios cataliticos em muitos casos estdo
“anexados” a dominios ndo-cataliticos (CBMs) (GILBERT, 2010). Os dominios ndo-cataliticos de
reconhecimento de polissacarideos foram originalmente chamados de CBDs (Cellulose-binding
domains) porque os primeiros exemplos descobertos desses dominios de proteinas se ligavam a
celulose (BORASTON et al, 2004). Similarmente as glicosideo hidrolases, os CBMs sdo
classificados em familias pelo CAZy e atualmente existem cerca de 64 familias de CBMs baseando-
se na estrutura primaria e na fung@o biologica desempenhada. Certas familias reconhecem apenas
polissacarideos cristalinos e o ligante ¢ invaridvel (CBM1, CBM10, CBM20), enquanto outras
contém proteinas que se ligam a polissacarideos hemiceluldsicos cujo ligante ¢ altamente variavel

(CBM6, CBM35) (GILBERT, 2010).
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Sabe-se que os CBMs potencializam a atividade dos modulos cataliticos ¢ embora nos
ultimos anos venha aumentando o conhecimento da comunidade cientifica sobre o funcionamento
das glicosideo hidrolases, 0 mecanismo pelo qual isso ocorre ainda ndo estd esclarecido. Algumas
hipoteses sugerem que os CBMs tenham uma ou mais das seguintes fungdes: aumentar a
concentracdo de enzimas na superficie do substrato, provocar a disrup¢do nado-hidrolitica do
substrato ou modificar as interacdes superficiais entre enzima e polissacarideo (PAES et al., 2012).
Embora existam varios relatos da alteragdo e melhoria da atividade de celulases pela ligagdo de um
CBM a enzima (KIM et al., 2010), pouco foi estudado em relacdo a xilanases e os poucos relatos
por vezes ligam a xilanases CBMs que ndo sdo ligantes de polissacarideos hemicelulésicos (VAN

GOOL et al., 2012).

1.7 O potencial biotecnolégico das hemicelulases

Embora o foco atual das aplicacdes de hemicelulases em industrias esteja voltado ao
bioetanol de segunda geracao, diversos outros produtos de maior valor podem ser obtidos a partir da
hidrélise enzimatica de biomassa lignoceluldsica em uma biorrefinaria. Nao somente etanol pode
ser produzido, como também fumarato, succinato, malato, aspartato, glutarato, glutamato,
hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol, xilitol e arabinitol, os quais podem ser convertidos, por via
quimica ou bioldgica, em componentes de alto valor agregado, e com vastas aplicagdes na indistria
téxtil, alimenticia, automobilistica, entre outras. Outra possibilidade é a produgdo de xilo-
oligossacarideos por acdo das endoxilanases sobre a hemicelulose. Esse composto tem alto valor
nutracéutico, pois previne a proliferagdo de microrganismos patogénicos na microflora intestinal,
facilitando absorc¢do de nutrientes e prevenindo doengas. As enzimas xilanoliticas, por exemplo, sdo
utilizadas por industrias de papel em processos de branqueamento da polpa de celulose. O pré-
tratamento da polpa kraft com xilanases reduz a utilizacdo de compostos quimicos tdxicos nos
passos posteriores. Nas industrias alimenticias as xilanases participam de processos de extragdo e
clarificacdo de sucos, elevando a qualidade do produto final. Em cervejarias, xilanases,
arabinofuranosidases e P-xilosidases sdo aplicadas para solubilizagdo dos arabinoxilanos que
causam turbidez na cerveja. Em industrias de vinho, hemicelulases sdo utilizadas juntamente com
celulases para reduzir a concentracdo de B-glucanos que aumentam a viscosidade do vinho e
prejudicam a etapa de filtracdo. Outras aplicagdes potenciais de hemicelulases incluem processos
como fabricacdo de café, extracdo de oOleos vegetais e amido, fabricagdo de detergentes, dentre
outros (COUGHLAN et al., 1993; KULKARNI et al., 1999; SHALLOM, DALIA et al., 2003;
COLLINS et al., 2005; KNOB et al., 2010).
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1.8 A construcio de enzimas quiméricas

A hidrolise de biomassa lignoceluldsica requer a acdo coordenada de multiplas enzimas.
Dessa maneira, engenheirar enzimas multifuncionais e mais eficientes ¢ um instrumento para
reduzir o nimero de polipeptidios necessarios na etapa de hidrdlise e, consequentemente, reduzir os
custos do processo (ADLAKHA et al, 2011). Um aspecto chave na constru¢do de enzimas
quiméricas ¢ preservar ou melhorar as caracteristicas cataliticas das enzimas parentais. A fusdo end-
to-end € amplamente usada como mecanismo de construgdo de genes quiméricos, embora a uniao
entre 0 N (amino) e o C (carboxi) terminal das enzimas parentais possa originar enzimas sem
funcionalidade devido a problemas no enovelamento ou mesmo impedimento estérico entre os
dominios cataliticos das enzimas parentais. A inser¢do de um linker entre o sitio de fusdo ¢
amplamente usada par aumentar a flexibilidade entre os dominios e manter a funcionalidade das

enzimas nativas (FAN et al., 2009"; FAN et al., 2009°; RIBEIRO et al., 201 1).
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II- Objetivo
2.1 Objetivo geral

Estudos funcionais e estruturais de arabinofuranosidases e xilanases no desenvolvimento de

enzimas multifuncionais com foco no aumento da eficiéncia de conversao de biomassas vegetais.
2.2 Objetivos especificos

a) Clonagem, expressdo e caracterizagdo bioquimica e biofisica de uma arabinofuranosidase GH51

de Bacillus subtilis 168 (topico III).

b) Construcdo de enzimas multifuncionais e avaliagdo do perfil bioquimico das hemicelulases
engenheiradas em comparagdo ao desempenho do correspondente nativo enzimas de ocorréncia

natural que foram modificadas (topico IV).
e Construcdo das seguintes enzimas:

XTC: Modulo catalitico de uma endo-1,4-pB-xilanase termofilica (GH10 Thermotoga petrophila)
fusionada ao CBM6 (Carbohydrate Binding Module), provindo da ORF que codifica uma
endoxilanase GH10 de Clostridium thermocellum, por meio de um linker natural selecionado em

uma laminarase de Thermotoga petrophila;

CXT: A construg@o anterior invertendo a posicdo do CBM6 para a regido inicial do gene. A

proteina quimérica possuirda o CBM6 na posi¢do N-terminal;

XSC: Modulo catalitico de uma endo-1,4-B-xilanase mesofilica (GH11_Bacillus subtlis) fusionada

ao CBM6 (Carbohydrate Binding Module).

o Testes de expressdo das proteinas quiméricas, expressdo, purificacdo e caracterizacdo
bioquimica em comparagdo aos médulos individuais (tipo selvagem);

e Testes de hidrolise de biomassa.
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III — Caracterizacio de uma o-L-arabinofuranosidase GH51 mesofilica de

Bacillus subtilis

3.1 Introducao

a-L-arabinofuranosidases (Abfases) (EC 3.2.1.55) sdo enzimas que hidrolisam terminais
nao redutores de polissacarideos hemiceluldsicos contendo residuos de arabinose (item 1.5, Revisao
bibliografica). Inacio et al. (2008) investigaram algumas propriedades bioquimicas de duas
arabinofuranosidases de Bacillus subtilis, ambas pertencentes a familia GH51, Xsa e AbfA. Os
resultados obtidos apontaram que a Xsa foi mais ativa em arabinana ramificada (sugar beet
fonecido pela Megazyme) que em arabinana linear. Esse resultado ¢ esperado uma vez que o sugar
beet possui mais residuos de arabinose em terminais ndo-redutores. Entretanto, a outra
arabinofuranosidase (AbfA) foi mais ativa em arabinana desramificada (debranched arabinan) que
em sugar beet. Esse fato indica a existéncia de preferéncias distintas por polissacarideos contendo
arabinose em enzimas da mesma familia de glicosideo hidrolases e revela mecanismos moleculares

ainda desconhecidos para a relag@o entre estrutura e fungdo para essa familia.

Apesar desses resultados de atividade em polissacarideos, Taylor e colaboradores (2006)
mostraram que uma enzima GHS51 de Clostridium thermocellum mais ativa em debranched
arabinan foi capaz de hidrolisar oligossacarideos curtos que simulam tanto trechos da molécula de
sugar beet quanto da molécula de debranched arabinan com constante de eficiéncia similares
(K../K,). Esse resultado ¢ 6timo do ponto de vista biotecnoldgico, principalmente para a hidrolise
de biomassa, pois polissacarideos compostos por varios tipos de ligagdes estdo presentes. De fato, a
Abfa de Bacillus subtilis, objeto de estudo desse tdpico, mostrou oOtima performance na
complementagdo do coquetel de hidrolases produzido pelo fungo Trichoderma harzianum P49P11
(DELABONA et al.). Abfa conjuntamente com a enzima pectinase aumentaram a quantidade de

agucares liberados em experimentos de hidrolise da biomassa de cana-de-agucar.

Nesse contexto, estudos correlacionando aspectos estruturais e funcionais da familia GH51
podem ser relevantes para aplicagdes biotecnologicas, fornecendo bases para que a engenharia de
proteinas desenvolva nessa familia de enzimas alta eficiéncia sobre diferentes tipos de ligagdes
entre polissacarideos. Desse modo, esse topico trata de estudos fundamentais de bioquimica e

biofisica, com a finalidade de caracterizar a AbfA de Bacillus subtilis.

24



3.2 Metodologia

3.2.1 Clonagem do gene da AbfA em vetor de expressao

As etapas a seguir relatadas foram executadas para a obtencdo da sequéncia aberta de leitura
da AbfA em vetor de expressio de proteinas pET28a", seguindo as orientagdes gerais de Sambrook
et al. (1989).
3.2.1.1 Amplificacio da sequéncia aberta de leitura

Iniciadores especificos para a sequéncia aberta de leitura codificante da AbfA de Bacillus
subtilis foram desenhados e sintetizados (Sigma-Aldrich) (Foward: 5°-
TATAGCTAGCATGAAAAAAGCGCGAAT-3’ e Reverse: 5’-
TATAGGATCCTTATGACTGTTTTTTCAG-3). A sequéncia foi amplificada utilizando como
molde o DNA gendmico extraido de Bacillus subtilis linhagem 168 seguindo metodologia padrdo
da reagdo de PCR [1X tampdo Phusion, 0,2 uM dNTP mix, 10pM de cada oligonucleotideo, 5U de
Taq polimerase Phusion, 50 ng de DNA gendmico, 0,75 uL. de DMSO 100% e H,O q.s.p.].

3.2.1.2 Digestiao do vetor de expressiao

lng de vetor pET28a" (Novagen) diluido em agua MilliQ estéril foi adicionado a uma
mistura contendo 1x tampao NE4 , 20U da enzima BamHI, 20U da enzima Nhel (New England
BioLabs), 100 ng/mL de BSA e H,0 g.s.p. em volume final de reacdo de 100uL. A reagdo de
digestdo foi incubada a 37°C por 1 hora e 30 min ¢ entdo elevou-se a temperatura para 70°C por 10
min. Apds a restrigdo o vetor foi desfosforilado, adicionou-se a mistura contendo o vetor digerido a
enzima CIAP (1h e 30 min). A amostra proveniente de dupla digestdo e desfosforilagdo com CIAP,
foi submetida a uma eletroforese em gel de agarose 0,8%, sob uma voltagem constante (90V)
durante 50min para completa separacdo entre as formas linear e superenovelada. A banda
correspondente a forma linear do vetor foi extraida do gel corado com brometo de etidio (0,5
ng/mL), apds visualizagdo em luz U.V., e purificada com o Kit illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare). O vetor linearizado foi ressuspendido em agua MiliQ e
quantificado em Nanodrop, resultando em cerca de 20 ng/pL de DNA.

3.2.1.3 Digestao do fragmento de PCR

Os fragmentos amplificados na reagdo de PCR (3.2.1.1) prosseguiram em dupla digestao
com Nhel e BamHI1 conforme item 3.2.1.2 para formar extremidades compativeis com o vetor
preparado. A quantificacdo em Nanodrop resultou em uma dilui¢do em torno de 40,0 ng/uL de

DNA para os fragmentos.
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3.2.1.4 Ligacio dos fragmentos clivados ao vetor pET282®

As reagdes de ligagio dos fragmentos da AbfA ao vetor pET28a" foram feitas com 10 ng de
vetor (5,6kb) e quantidade do DNA variavel e dependente do tamanho do inserto, segundo as
recomendacdes do fabricante da enzima T4 DNA ligase Blue (Promega). A reacdo continha além
do vetor e do inserto, 1x tampao de ligase, 4gua MiliQ q.s.p. 20uL e T4 DNA (Promega) a 0.4

unidades Weiss/ uL. A reagdo foi incubada overnight em temperatura ambiente.

3.2.1.5 Transformacgao de células Escherichia coli DH5a competentes

Células de E.coli DH5a foram inoculadas em placa contendo meio LB soélido e incubadas a
37°C por 12 h. O pré-indculo foi feito com uma colonia proveniente dessa placa inoculada em 5 mL
de meio LB liquido e crescida a 37°C com agitacdo de 200 rpm. O volume de 5 mL foi transferido
500 mL de meio LB liquido. A cultura cresceu a 37°C sob agitacdo constante de 200 rpm, até que
sua D.O. em 600nm atingisse 0,4. Em seguida, transferiu-se toda cultura para tubos de centrifuga
estéreis a 4°C. Ap0s ser incubada no gelo por 10 min a cultura foi centrifugada 10 min a 4000 g. O
sedimentado de células foi ressuspendido em 10 mL de uma mistura célcio/glicerol (CaCl, 100 mM,
glicerol 10%), incubado 15 min no gelo e novamente centrifugado 10 min a 4000 g. As células
sedimentadas foram ressuspendidas em 4 mL da mistura calcio/glicerol, distribuidas em aliquotas
de 50uL e congeladas instantaneamente em N, liquido para armazenamento por até 60 dias a —80°C.
A transformacdo das células foi feita nas aliquotas de 50uL de células competentes estocadas,
descongeladas a 4°C. O produto da reagio de ligagdo foi adicionado as células Ca*" competentes. A
mistura de células e DNA foi incubada 30 min em gelo. Apds decorrido o tempo, a mistura foi
submetida ao choque térmico (2min a 42 °C seguindo-se 2 min no gelo), regeneradas pela adigdo de
ImL de meio LB liquido SOC e incubadas por 1 hora a 37°C sob agitacdo (200rpm). As células
foram entdo centrifugadas por 2 min a 8000 g e o precipitado foi ressuspendido em 100 uL de LB

para plaqueamento em placas de petri contendo meio LB s6lido e Kanamicina (50ug/mL).

3.2.1.6 Selecao e confirmacio de clones positivos

Colonias foram selecionadas na placa de DH5a crescidas overnight em meio LB soélido
seletivo e analisadas por meio da técnica de PCR de colonia para a identificagdo dos clones
transformados recombinantes com pET28a+AbfA. A reagdo baseou-se na mistura em um volume
final de reacdo de 30uL contendo 28 ul. de um mix [1X tampao Phusion, 0,2 uM dNTP mix, 10pM
de cada oligonucleotideo, SU de Taq polimerase Phusion, 0,75 uL de DMSO 100% ¢ H,O q.s.p.] ¢
2 uL de H,0 estéril onde foram lancadas as colonia selecionadas na placa individualmente. As
reagdes prosseguiram em termociclador Vapoprotect (Eppendorf) nas condigdes: passo 1 - 98°C/3
min; passo 2 - 98°C/40 s, 55°C/40 s, 72°C/1 min 30 s; passo 4 - 72°C/ 15 min. O passo 2 foi

repetido 30 vezes. O produto do PCR foi analisado em gel de agarose 1% utlizando como padrao o
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marcador 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) e as colOnias positivas, cujas bandas eram coerentes
com o tamanho esperado para o inserto clonado, foram inoculadas em SmL de meio LB liquido e
incubadas por 12 h a 37°C em agitagdo a 200 rpm. O DNA plasmidial dos clones confirmados foi
extraido com o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega), seguindo as
recomendacdes do fabricantes. O DNA plasmidial foi digerido conforme item 3.2.1.2 com o
objetivo de confirmar o tamanho do inserto e posteriormente sequenciado. Confirmada a clonagem

o DNA plasmidial das construgdes corretas foi armazenado a 20°C para testes posteriores.
3.2.2 Expressao da AbfA recombinante

3.2.2.1 Transformacao de Linhagem de expressao

Células de E.coli linhagem BL21 foram transformadas utilizando-se choque térmico. As
células competentes foram preparadas e transformadas conforme ja descrito anteriormente no item
3.2.1.5, alterando-se apenas a linhagem de trabalno. O DNA plasmidial utilizado para
transformagdo foi proveniente do passo 3.2.1.6. O sistema de expressdo do vetor pET28a & baseado
no Operon Lac e no promotor T7 de origem viral, sendo considerado eficiente para expressao de
proteinas heterdlogas em E. coli, além disso insere no fragmento clonada uma cauda de histidinas
(His-tag) que permite a purificagcdo por afinidade baseada em niquel com a recuperacao de grande

quantidade da proteina heter6loga em grau elevado de pureza.

3.2.2.2 Testes de expressao da proteina heterdéloga

Uma colonia da linhagem de expressdo transformada em E.coli foi selecionada em meio LB
solido seletivo foi inoculada em 5 mL de meio LB liquido contendo Kanamicina (50ug/mL) e
incubada a 37°C e 200 rpm durante 12 horas. Esse pré-indculo foi langado em 50 mL de meio LB
contendo 50 pg/mL de kanamicina. Acompanhou-se a densidade otica (D.O.) da cultura em
comprimento de onda igual a 600 nm até que se atingisse D.O. de 0,8. Adicionou-se entdo
concentracdo final de 0.5 mM de indutor IPTG (isopropil-p-D-galactosideo) e coletou-se 1 mL da
cultura para acompanhar acompanhar a indug¢ao por meio de SDS-PAGE, utilizando o marcador de
peso molecular Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences). Esse foi
considerado o tempo zero. Amostras de ImL também foram coletadas em tempos iguais a 2h e Sh.
Atingido o tempo de 5h as culturas foram centrifugadas a 7000 g por 20 min e o sobrenadante
descartado, uma vez que esse sistema de expressdo ndo secreta as proteinas heterdlogas. O
precipitado foi ressuspendido em 5 mL de tampdo de lise (50mM de fosfato de sédio pH 7,2,
benzamidina 1mM, PMSF 1mM, NaCl 0,1M e lisozima 0,3 mg/mL). Essa mistura foi incubada a
30°C por 30 min e entdo sonicada em sonicador da marca Sonics 7 vezes por 10s com intervalos de
40 segundos utilizando-se 40% da amplitude do aparelho. O lisado foi novamente centrifugado a

16000 g por 30 min e os sobrenadantes de cada cultura transferidos para tubos de 15 mL. Amostras
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de cada tempo coletado, do pellet ¢ do sobredante do lisado ao fim do tempo de cultivo foram

analisadas em SDS-PAGE 12%.

3.2.2.3 Expressao das proteina heterdloga em média escala
A linhagem apropriada de E.coli BL21 foi selecionada no teste de expressdo e entdo 500mL

de cultura foram ampliados segundo a metodologia do item 4.3.2.2.

3.2.3 Purificacao

A purifica¢do do sobrenadante de cultura lisada foi feita por passos de cromatografia de
afinidade em coluna de niquel-sefarose ¢ sequencialmente uma cromatografia de exclusdo
molecular. O sobrenadante do lisado obtido por meio da expressdo, cerca de 20 mL, foi
centrifugado a 16000 g por 20 min e incubado com 1 mL de resina de Niquel Sepharose High
Performance (GE Life sciences) equilibrada previamente com tampdo fosfato (20 mM, pH 7.4,
300mM NaCl, 20 mM imidazol) durante 1 h a 4°C. A purificagdo prosseguiu em condigdes
atmosféricas com fluxo ndo controlado. A resina foi lavada com 15 mL de tampao fosfato 20 mM,
pH 7,4, 300mM NaCl, 40 mM imidazol e as proteinas recombinantes foram eluidas em 10 mL de
tampao fosfato 20 mM, pH 7,4, 300mM NaCl, 200 mM imidazol. As amostras da cromatografia de
afinidade consideradas puras por verificagdo em SDS-PAGE foram reunidas e concentradas por
ultrafiltracdo em concentradores Vivaspin 20 (GE Life sciences) com massa de corte de 10 kDa até
o volume ser reduzido a cerca de 2 mL. Esse volume foi injetado na coluna de exclusdo molecular,
que prosseguiu em tampao fosfato 20mM pH 7,4 50 mM de NaCl. As fragdes contendo as proteinas
de interesse foram reunidas e concentradas. A absor¢do foi obtida a 280 nm em Nanodrop e a
concentracdo molar das proteinas foi estimada por meio do coeficiente de extingdo molar tedrico

calculado pelo ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).

3.2.4 Otimizacoes de pH e temperatura

Para otimizar in vitro as condigdes de reacdo para a AbfA um delineamento central
composto rotacional (DCCR) seguindo a metodologia de superficie resposta foi executado. As
variaveis independentes analisadas foram o pH e a temperatura (k=2) com trés pontos centrais,
totalizando 11 experimentos (Tabela 3.1). Para predizer o ponto 6timo, uma fun¢ao polinomial de

segunda ordem foi ajustada com os resultados experimentais obtidos:
Y =bg + b X + boXy + bpX i X; + b1 Xap + bpXan

onde Y ¢é a resposta predita (atividade de arabinofuranosidase); X; ¢ X, sdo as formas codificadas
das variaveis analisadas (pH e temperatura, respectivamente); by, ¢ uma constante; b; ¢ b, sdo os
coeficientes lineares; by, é o coeficiente de interagdo entre as variaveis independendentes; by; e by,

sdo os coeficientes quadraticos. Todos os ensaios enzimaticos de arabinofuranosidase (0.5pug/mL
28



nas reagoes) para 0 DCCR foram feitos usando p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (pNPAg; Sigma-
Aldrich) na concentrag@o final de 0,5 mM. As andlises relacionadas com essa metodologia foram

executadas utilizando o software STATISTICA (versao 10.0/ Statsoft).

Tabela 3.1: Desenho experimental para otimizar a atividade da AbfA por meio da metodologia de superficie de resposta.

Os valores codificados do delineamento central composto rotacional sdo indicados entre parénteses.

Temperatura Atividade experimental

Ensaio pH
°C) (U/mg)
1 4,7 (-1) 17,0 (-1) 11,01
2 8,3 (1) 17,0 (-1) 5,43
3 4,7 (-1) 53,0 (1) 1,98
4 8,3 (1) 53,0 (1) 17,33
5 4,0 (-1,41) 35,0 (0) 0,00
6 9,0 (1,41) 35,0 (0) 9,78
7 6,5 (0) 10,0 (-1,41) 16,00
8 6,5 (0) 60,0 (1,41) 35,68
9 6,5 (0) 35,0 (0) 57,43
10 6,5 (0) 35,0 (0) 57,73
11 6,5 (0) 35,0 (0) 56,68

O pH 6timo também foi determinado em dois experimentos univariados independentes
utilizando debranched arabinan e sugar beet como substratos (Megazyme International) (0,5% m/v).
A temperatura univariada foi feita em debranched arabinan (0,5% m/v) no pH 6,0. A quantificacao
de agucares redutores liberados desses polissacarideos seguiu o método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (MILLER, 1959). Todos os ensaios foram padronizados para o volume reacional de
100 pL e as pipetagens foram executadas em um sistema robotico automatizado (liquid handler

epMotion — Eppendorf Corp.).

3.2.5 Atividade da AbfA sobre diferentes polissacarideos

A atividade da enzima recombinante foi testada em sugar beet, debranched arabinan e em
linear arabinan (Megazyme International). Todos os substratos foram preparados a 0,5% (m/v) e os
ensaios foram feitos em tampdo citrato-fosfato pH 6,0 a 50°C. A quantidade de agucares foi medida

conforme o item 3.2.2.
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3.2.6 Eletroforese capilar de oligossacarideos

O substrato 1,5-a-L-Arabinoheptaose (Megazyme International) foi derivatizado com acido
8-aminopyreno-1,3,6-trisulfonic (APTS) por aminacdo redutiva. Os produtos de hidrdlise da 1,5-a-
L-Arabinoheptaose foram analisados por eletroforese capilar no instrumento P/ACE MQD
instrument (Beckman Coulter, Inc) equipado com detector de fluorescéncia induzida por laser. As
condi¢des de eletroforese foram 15 kV/70-100 pA a temperatura de 20°C em tampéo fosfato de
sodio (40 mM; pH 2,5). Todos os oligdbmeros marcados com APTS foram excitados a 488 nm ¢

suas emissoes foram coletadas a 520 nm.

3.2.7 Dicroismo circular (CD)

Espectros de dicroismo circular no UV-distante foram coletados em um espectropolarimetro
(Jasco International Co. Ltd.) equipado com uma unidade de controle de temperatura Peltier na
faixa de comprimentos de onda entre 195-250 nm a diferentes temperaturas com taxa de
aquecimento de 1°C por min, com o objetivo de monitorar mudangas na estrutura secundaria. A
proteina foi diluida apropriadamente para 0,2 mg/mL em tampao fosfato de sodio (50 mM pH 7,4).

Os demais parametros utilizados foram padroes do aparelho.

3.2.8 Espalhamento de raios X a baixo dngulo (SAXS)

Experimentos de SAXS com a AbfA recombinante foram realizados para determinar seu
estado e arranjo oligomérico em solu¢do. Os dados foram coletados na linha de Luz Sincrotron
SAXS2 no LNLS com o auxilio de colaboradores. Duas concentragdes foram coletadas, 1 ¢ 6
mg/mL (verificadas como monodispersas), em tampao fosfato de sdédio (20 mM; 50 mM de NaCl;
pH 7,4). O comprimento de onda foi fixado em 1.48 A e um detector MarCCD de 165 mm foi
utilizado para gravar os padrdes de espalhamento. A distdncia da amostra ao detector foi
configurada em 1022,5 mm originando vetores de espalhamento de 0,013 a 0,33 A'. Os padrdes de
SAXS foram integrados utilizando o software Fit2D e as curvas foram escalonadas pela
concentragdo de proteina. A massa molecular e o numero subunidades em solugdo foram estimadas
usando o procedimento implementado na ferramenta SAXSmoW (disponivel em

http://www.if.sc.usp.br/~saxs/) (FISCHER et al., 2010).
3.3 Resultados e Discussio

3.3.1 Otimizando as condi¢des bioquimicas para a AbfA recombinante

A AbfA foi clonada com éxito no vetor pET28a. A proteina heterologa foi expressa e uma
banda tnica foi obtida no SDS-PAGE apos os passos de purificacdo em coluna de niquel e exclusdo
molecular (Figura 3.1). Essa enzima purificada foi submetida aos ensaios bioquimicos e biofisicos a

seguir apresentados.
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Figura 3.1: Etapas de purificacdo cromatografica da AbfA recombinante. MM indica o marcador de massa molecular
e a banda unica é a AbfA (59,5 kDa) apos passos de purificacdo em coluna de afinidade baseada em niquel (pista 1) e

polimento em gel filtragdo (pista 2).

O modelo ajustado, para predizer as melhores condigdes de reacdo para a ADfA,
investigando simultaneamente uma faixa de pH e uma faixa de temperatura de acordo com a

metodologia de superficie de resposta em valores codificados foi:
Y Atividade (U/mg)— 57,28 — 27,8pH2 - 17,33T2

Essa equagdo foi reparametrizada para incluir apenas os termos significativos no modelo
poninomial, observando apenas os coeficientes com p-valor menor que 0,05 (alfa a priori de 5%)

no teste t. A analise de variancia para esse modelo é dada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Analise de variancia do modelo quadratico para a atividade de AbfA (U/mg).

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Teste
variacdo quadrados liberdade  médio F*
Regressdo 4882,2 2 2441,1 42.5
Residuo 459,9 8 57,5
Total 5342,1 10

Coeficiente de correlagdo = 0,92
*Foos; 2.6= 4,46
Como o Fcalculado (42,5) foi maior que o Ftabelado, H, ¢ rejeitada, ou seja, o modelo ¢é

capaz de prever o comportamento experimental da atividade da AbfA. Foi também determinado o
coeficiente de correlacdo para o modelo igual a 92%. Uma validagdo foi feita no ponto 6timo,
pH=6,6 (codificado 0,065) e T(°C)=37,0, e confirmou a boa correlagdo dos valores preditos pelo
modelo aos valores experimentais Tabela 3.1, com diferenga menor que 10% entre o valor predito
pelo modelo e o valor medido experimentalmente no ponto 6timo. Como pode ser visto na
superficie de resposta e nas linhas de contorno Figura 3.2 mais de 90% da atividade da AbfA
recombinante foi detectada na faixa de temperatura entre 35°C e 50°C. Esse resultado esta de acordo
com o que foi obtido com a curva univariada de temperatura, onde apenas pequenas diferencas

foram observadas na faixa citada utilizando arabinana desramificada como substrato. Essa
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observagdo ¢ valiosa para processos biotecnoldgicos uma vez que a atividade se mantem em torno
do 6timo em uma faixa ampla de temperatura mesofilica, ideal para a utilizagdo na suplementagdo

de coquetéis de enzimas fingicas.

Em adi¢do, curvas univariadas de pH (Figura 3.2) foram feitas usando debranched arabinan
e sugar beet como substratos e os resultados novamente mostram a atividade 6tima em pH 6,5, o
mesmo obtido com a superficie de resposta. Inacio e colaboradores (2008) reportaram atividade
otima para a AbfA em pH 8,0. Esse valor diverge tanto daquele obtido com a superficie de resposta
(em pNPA) quanto do obtidos com as curvas univariadas de pH em polissacarideos. Em ambos
experimentos o pH o6timo obtido foi de 6,5 e estd amplamente de acordo com aqueles ja relatados
para outras arabinofuranosidases GH51 na literatura como para Penicillium chrysogenum (pH5.0)
(SAKAMOTO et al., 2003), Pseudomonas cellulosa (pH 5.5) (BEYLOT et al., 2001), Thermotoga
petrophila (pH 6.0) (DOS SANTOS et al., 2011), Thermobacillus xylanilyticus (pH 5.6-6.2)
(DEBECHE ef al., 2000) e outros (NUMAN et al., 2006).
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Figura 3.2: Otimizacio de pH e temperatura. A ¢ B: Superficie de resposta da atividade da AbfA (U/mg) e linhas de
contorno, respectivamente. O ponto 6timo foi temperatura a 37°C € pH 6,6, com todos os ensaios feitos no substrato
pNPA. C: Perfil de curvas univariadas de pH utilizando polissacarideos como substratos. O melhor pH ficou em torno de
6,5 tanto em sugar beet (quadrados) quanto em debranched arabinan (circulos). A maior atividade foi detectada em

debranched arabinan independente do pH. D: Perfil de temperatura univariado utilizando debranched arabinan como

substrato.

32



3.3.2 Modo de acao

Inacio et al. (2008) encontraram a maior atividade da AbfA de Bacillus subtlis em arabina
linear (Megazyme). Testou-se outros polissacarideos e apenas em trés atividade foi detectada
(Tabela 3.3) embora pequenos niveis de atividade tenham sido encontrados em xilano beechwood e

rye arabinoxilano. A maior atividade foi encontrada em debranched arabinan.

Tabela 3.3: Atividade na hidrolise de diferentes polissacarideos.

Glicose equivalente

Polissacarideo
(umol/mL)
Debranched Arabinan 1.66+0,05
Arabinana linear 0.59+0,02
Sugar beet 0.40+0,05

Com o objetivo de avaliar a atividade de AbfA sobre residuos terminais de arabinose, os
produtos de quebra de arabinoheptaose foram identificados por CE (Figura 3.3). Na auséncia de
enzima (controle negativo) apenas o pico da arabinoheptaose ¢ identificado. Durante a reagdo de
hidrélise o primeiro produto formado ¢ a arabinohexaose, indicando que a hidrolise ocorre no
residuo terminal. Esse resultado demonstra a atividade exo-hidrolitica dessa enzima, também
demonstrado anteriormente para uma arabinofuranosidase termoestavel de Thermotoga petrophila.
A arabinohexaose ¢ entdo hidrolisada em arabinopentaose e assim consecutivamente até liberar

apenas arabinose como produto final.
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Figura 3.3: Eletroforese capilar dos produtos de hidrélise da 1,5-a-L-Arabinoheptaose. O cromatograma mostra os

produtos de hidrélise incompleta e apds hidrdlise total apenas arabinose € identificada.

3.3.3 Caracterizacao do conteido de estrutura secundaria por dicroismo circular

A figura 3.4 mostra o espectro de absor¢ao da luz polarizada no UV-distante pela AbfA em
solugdo. Um minimo negativo em torno de 220 nm foi observado bem como uma banda positiva
com maximo em 198 nm, o que caracteriza a predominancia de folhas-f na estrutura. De fato a
deconvolugdo dos dados coletados por meio da interface web do software K2d
(http://www.embl.de/~andrade/k2d/) resultou em contetidos de estrutura secundaria de 7% a-hélice,
45% de folhas-p e 48% de enovelamento randdmico. A analise mostrou caracteristicas de proteinas
que possuem estrutura com uma mistura de folhas-f e a-hélices em consonancia com o conteudo de
estrutura secundaria publicados para uma GH51 de Geobacillus stearothermophilus (HOVEL et al.,
2003), Clostridium thermocellum (TAYLOR et al., 2006) e Thermotoga petrophila (SOUZA et al.,
2011).

A termoestabilidade da estrutura secundaria da AbfA também foi estudada por meio de
dicroismo circular. Durante o aquecimento de 20 a 100°C mudangas significativas ocorreram nos
espectros de CD acima de 50°C indicando desnaturacdo. O enovelamento/desenovelamento da
ADbfA foi monitorado a 219 nm como fun¢ao da temperatura e o resultado ¢ exibido na Figura 3.4.
A curva de desnaturagdo térmica apresenta um comportamento sigmoidal com uma transi¢ao unica
e temperatura de melting a 53,5°C. Isso indica que embora essa enzima possua estrutura quaternaria
(item 3.3.4) durante o desenovelamento ndo ocorre primeiramente dissociacdo dos oligdmeros

seguida de desnaturagdo do protdmero. A perda dos niveis “hierarquicos” de organizacao estrutural
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ocorre simultaneamente. Esse resultado corrobora com os obtidos por simulagdes de dinamica
molecular feitas em diferentes condigdes de temperatura, que demonstraram a alta estabilidade do

arranjo hexamérico da AbfA.
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Figura 3.4: Espectro de dicroismo circular no UV-distante (A) e Desnaturagio térmica (B). A analise do contetido de
estrutura secundaria mostrou caracteristicas de proteinas que contem tanto o-hélices quanto folhas-f. A desnaturagio

térmica mostra temperatura critica em 53.5°C.

3.3.4 AbfA apresenta arranjo hexamérico em solucio

Com base na estimativa massa molecular usando o SAXSMOW e na analise dos dados de
espalhamento construgdo dos envelopes (pacote de programas ATSAS), compreendemos que a
AbfA constituia um arranjo hexamérico em solugdo. Para obter uma “forma”mais refinada, foi
construido um modelo inicial com base nas estruturas do PDB com maior identidade de sequéncia e
que se estruturavam em hexameros. Uma vez definida a estrutura tridimensional, a sequéncia
primaria foi sobreposta na conformagéo alvo. A estrutura monomérica foi reconstruida utilizando o
servidor I-Tasser e superimposta na estrutura hexamérica. Simulagdes de dinamica molecular com
modelos simplificados forneceram um amplo conjunto de conformagdes distintas, permitindo a
comparagdo entre as curvas tedricas construidas com o programa CRYSOL (SVERGUN et al.,
1995) e a curva experimental. O pardmetro de referéncia do CRYSOL ¢ o %2, que indica qudo bom
¢ o acordo entre o modelo tedrico e a curva experimental, valores mais baixos de 2 indicam um
melhor ajuste. Como reportado por Taylor et al. (2006) e Sousa et al. (2011) a conformagdo
encontrada mostra a AbfA em solugdo formando um trimero de dimeros. A organiza¢gdo hexamérica
das subunidades corrobora com estudos prévios de Inacio et al. (2008), quando um gel nativo levou
os autores a sugerir organizagdes oligoméricas com massa superiores a 250 kDa para a AbfA em
sua conformacdo biologica. Como observado por Sousa et al. (2011) essa organizagdo hexamérica

parece ser de ocorréncia natural para a familia GH51 e necessaria para a fun¢do da enzima.
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Figura 3.5: Perfil de espalhamento de raios X a baixo dngulo para a AbfA. Curva experimental de espalhamento
(cirulos pretos com barras de erros) e curva tedrica de espalhamento gerada usando CRYSOL para o melhor ajuste obtido.
A intensidade é representada como fun¢do do momento de transferéncia (q) e estd em escala logaritmica. No interior do
grafico é mostrada uma representacdo do arranjo hexamérico da AbfA com os mondémeros que compdem o trimero de

dimeros em cores escuras ¢ claras. Esbogo preparado usando VMD.

3.4 Conclusao

Uma arabinofuranosidase mesofilica do micro-organismo Bacillus subtilis linhagem 168
que possui promissora aplicagdo biotecnoldgica na suplementacdo de coquetéis de hidrolases
fungicas foi expressa e caracterizada quanto aos aspectos bioquimicos e biofisicos para
correlacionar aspectos estruturais e funcionais. A AbfA obteve a maior atividade em pNPA e reteve
em torno de 90% de atividade entre 35-50°C. Analise por EC mostrou que a enzima foi capaz de
liberar mondmeros de arabinose hidrolisando 1,5-a-L-arabinoheptaose a partir da extremidade nao-
redutora. Além disso, a temperatura de desnaturagdo térmica foi encontrada em 53,5°C por
experimentos de dicroismo circular. A analise dos dados de SAXS combinada com simulagdes de
dindmica molecular mostraram que a AbfA em solugdo é hexamérica, com cada subunidade
contendo uma molécula com dominio catalitico em enovelado na forma de barril (a/B)s seguido
por um dominio acessorio B-sandwich. Esses resultados evidenciam e corroboram dados de que a
estrutura quaternaria pode ser importante para o desempenho de atividade das arabinofuranosidades

da familia 51.

36



IV - Construciio de quimeras para avaliacio da influéncia dos dominios

de ligacdo a carboidratos (CBMs) na atividade de xilanases

4.1 Introducao

E notavel que CBMs sdo capazes de auxiliar enzimas, aumentando a eficiéncia de dominios
cataliticos. Entretanto, o mecanismo pelo qual isso ocorre é pouco esclarecido e poucos sdo os
relatos da influéncia dos CBMs para a atividade de xilanases (HERVE et al., 2010). Esse capitulo
trata da ligagdo de um CBM da familia 6, proveniente de Clostridium thermocellum, especifico para
polissacarideos compostos por residuos de monomeros de cinco carbonos a duas xilanases, uma
termofilica (GH10), proveniente do micro-organismo Thermotoga petrophila, e a outra mesofilica
(GH11) nativa de Bacillus subtilis. A xilanase GH10 ¢é altamente eficiente em altas temperaturas e
fora anteriormente estudada no Laboratorio de Enzimologia Molecular do CTBE (SANTOS ef al.,
2010). A xilanase GH11 ¢ capaz de hidrolisar em temperaturas moderadas (RULLER et al., 2008).

Dessa maneira esse capitulo propde, por meio de abordagem metodologica que utiliza
fusdes génicas, uma avaliacdo bioquimica geral da influéncia dos CBM®6 na catélise de xilanases em
temperaturas medianas e altas. Com esse objetivo, trés quimeras génicas foram construidas: a
xilanase de Thermotoga petrohila com o CBM6 na posicdo N-terminal da cadeia polipeptidica
(CXT), a xilanase de Thermotoga petrohila com o CBM6 na posi¢do C-terminal (XTC) e, por fim,

a xilanase de Bacillus subtilis com o CBM6 na posi¢do C-terminal.
4.2 Metodologia

4.2.1 Construciao das ORFs quiméricas

As enzimas quiméricas foram formadas por uma variagdo da técnica de fusdo "end-to-end"
descrita na literatura (FAN, WAGSCHAL, CHEN, et al., 2009). Essa metodologia de engenharia de
enzimas multifuncionais originalmente consiste em fusionar genes de enzimas diferentes por meio
de um /inker buscando criar uma unica enzima. A fusdo dos genes foi feita através da metodologia
de PCR overlap (HECKMAN et al., 2007), ilustrada na Figura 4.1. Foram desenhados primers com
sequéncias complementares, comumente denominados “megaprimers”, que efetuaram a fusao dos

modulos cataliticos na execucdo dos ciclos da reagdo em cadeia da polimerase.
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Figura 4.1: A estratégia de quimerigénese usando metodologia overlapping PCR. A primeira reagdo de PCR serve
para amplificar os modulos individuais com os primers complementares. Na segunda reacdo de PCR misturam-se as
sequéncias amplificadas na primeira etapa e entdo ocorre o anelamento entre as regides complementares (adaptado de

HECKMAN et al., 2007).

Nas Figuras 4.2, 4.3 ¢ 4.4 foram esquematizados os passos de reagdo de PCR executados
para fusionar os diferentes segmentos individuais de DNA selecionados para compor as construgdes
quiméricas. A Tabela 4.1 contém a sequéncia dos primers utilizados seguindo a nomenclatura da
figuras. As reacdes em todos os passos foram feitas em termociclador Vapoprotect (Eppendorf) com
volumes dimensionados para um total de reagdo de 50uL contendo 1X tampdo Phusion (New
England Biolabs), 0,2 mM dNTP mix, 10pM de cada oligonucleotideo, SU de Taq polimerase
Phusion, 1,51l de DMSO 100%, 50ng de cada um dos fragmentos (conforme explicacdo na
legenda das Figuras 4.2, 4.3 ¢ 4.4) e H20 q.s.p.

Os ciclos foram constituidos de quatro passos, passol (98°C/2’), passo 2 (98°C/40” ,
49°C*/40°, 72 °C/1°30”’), passo 3 (98°C/40>" , 55°Cx/40°, 72 °C/1°30°"), passo 4 (72°C/15’). No
passo 2 a temperatura de 49°C sofreu um acréscimo de 1°C seguindo um gradiente touch up de
temperatura até 56°C. Os produtos das reagdes foram analisados em gel de agarose 1% utilizando
como padrdo o marcador 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As bandas excisadas do gel de
agarose, moldes para os passos posteriores componentes da técnica de PCR overlap, foram
purificadas com o Kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare),

seguindo as recomendag¢des do fabricante.
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Tabela 4.1: Sequéncia dos primers construidos para as reagdes de PCR overlap.

PRIMER SEQUENCIA
a 5> ATATATGCTAGCTCTCAAAATGTATCTCTGAG 3
b 5> ACTTCCCCGGTGATTGTTTCTTTTCTTTCTTCTATCTTTT 3
c 5’ GAAACAATCACCGGGGAAGT 3
d 5’ TTCATAGGTCACCTCGGGAC 3
e 5> ACTTCCCCGGTGATTGTTTCAAAAGTGAACCAGTCTATGT 3
f 5> TATATAGGATCCTCAAAAAGTGAACCAGTCTATGT 3
g 5> ATATATGCTAGCCGTATTGAAGCGGAAGATTA 3
h 5’ ACTTCCCCGGTGATTGTTTCAAAAGTGAACCAGTCTATGT 3
i 5> GTCCCGAGGTGACCTATGAATCTCAAAATGTATCTCTGAG 3
j 5’ TCGGCAGGATCCTCATTTTCTTTCTTCTATCTTTT 3
k 5 ATATATGCTAGCAGCACAGACTACTGGCAAAA 3
L 5> ACTTCCCCGGTGATTGTTTCCCACACTGTTACGTTAGAAC 3
m 5> ACTTCCCCGGTGATTGTTTCAAAAGTGAACCAGTCTATGT 3
n 5> TATATAGGATCCTCAAAAAGTGAACCAGTCTATGT 3

4.2.2 Clonagem das construcdes em vetor de expressio

A clonagem dos fragmentos quiméricos foi efetuada idem item 3.2.1, mudando-se apenas

os fragmentos amplificados que nesse caso sdo provenientes das reagdes de PCR overlap.
4.2.3 Expressao das proteinas recombinantes

4.2.3.1 Transformacao de Linhagens de expressao
Analogo ao item 3.2.2.1, porém para as proteinas quiméricas foram testadas as linhagens de

expressdo E.coli BL21 pRARE 2 e Rosetta-gami 2.
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Figura 4.2: O esquema ilustra a constru¢io da ORF (xtc) para codificar a proteina quimérica
Xilanase_Thermotoga petrophila+CBM6 (XTC). Os moldes de DNA utilizados na amplificagdo foram para o PCR 1:
pET28atxilanase de Thermotoga petrophila; PCR 2: pET28atlaminarase de Thermotoga petrophila; PCR 3:
pET28a+Cthe 1963; PCR 4: fragmentos purificados dos produtos dos passos 1 e 2; PCR 5: fragmentos purificados dos
produtos dos passos 2 e 3; PCR 6: fragmentos purificados dos produtos dos passos 4 ¢ 5. A tabela 4.1 apresenta a
sequéncia dos primers codificados pelas letras a-f. Os clones em pET28a foram obtidos em trabalhos anteriores nos

laboratorios de enzimologia molecular do CTBE.
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Figura 4.3: O esquema ilustra a contru¢io da ORF (cxt) para codificar a proteina quimérica
CBMGo6+Xilanase _Thermotoga petrophila (CXT). Os moldes de DNA utilizados na amplificagdo foram para o PCR 1:
pET28a+Cthe 1963; PCR 2: pET28a+laminarase de Thermotoga petrophila; PCR 3: pET28a+xilanase de Thermotoga
petrophila; PCR 4: fragmentos purificados dos produtos dos passos 1 e 2; PCR 5: fragmentos purificados dos produtos
dos passos 2 e 3; PCR 6: fragmentos purificados dos produtos dos passos 4 ¢ 5. A tabela 4.1 apresenta a sequéncia dos

primers codificados pelas letras c-d e g-j. Os clones em pET28a foram obtidos em trabalhos anteriores nos laboratérios de

enzimologia molecular do CTBE.
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Figura 4.4: O esquema ilustra a contrucio da ORF (XSC) para codificar a proteina quimérica Xilanase_Bacillus
subtilis+tCBM6 (XSC). Os moldes de DNA utilizados na amplificagdo foram para o PCR 1: pET28a+xilanase de Bacillus
subtilis; PCR 2: pET28at+laminarase de Thermotoga petrophila; PCR 3: pET28a+Cthe 1963; PCR 4: fragmentos
purificados dos produtos dos passos 1 e 2; PCR 5: fragmentos purificados dos produtos dos passos 2 e 3; PCR 6:
fragmentos purificados dos produtos dos passos 4 e 5. A tabela 4.1 apresenta a sequéncia dos primers codificados pelas
letras c-d e k-n. Os clones em pET28a foram obtidos em trabalhos anteriores nos laboratorios de enzimologia molecular
do CTBE.
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4.2.3.2 Testes de expressao das proteinas heterologas e expressao em média escala

Conforme 3.2.2.

4.2.4 Purificacio

A purificagao seguiu de modo geral o que ja foi descrito no item 3.2.3, embora um passo a
mais tenha sido acrescentado na purificacdo da quimera termofilica. Para essas enzimas, o
sobrenadante do lisado obtido por meio da expressdo, cerca de 20 mL, foi aquecido a 80°C e entédo
centrifugado a 16000 g por 20 min antes da incubagdo com a resina de Niquel Sepharose. Os
parametros fisico-quimicos estimados para cada uma das proteinas e utilizados para a quantificagdo

das proteinas purificadas estdo na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Parametros fisico-quimicos das proteinas recombinantes

Xilanase Xilanase
Thermotoga XTC CXT Bacillus XSC
petrophila subtilis
Numero de residuos 351 497 497 207 353
Massa molecular (Da) 41189,9 57037,0  57037,0 22762.6 38610,0
Ponto isoelétrico 6,03 5,23 5,23 9.25 5.44
Coeficiente de extingdo
83310 106230 106230 82850 105770

molar tedrico (M 'cm™)

4.2.5 Caracterizacao bioquimico-cinética parcial

4.2.5.1 Atividade em diferentes substratos

Os testes de atividade foram baseados na detec¢do de acticares redutores pelo método do
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959). A anélise do perfil de atividade das xilanases
nativas e das quimeras em diferentes substratos foi feita em uma reagdo composta por 40ulL de
tampao, S50uL de substrato e 10ul de amostra contendo as enzimas a 1uM, para as termofilicas e
2uM para as mesofilicas. Apds o tempo de 10 min de incubagdo a 70°C (XTpet, XTC, CXT) ou
50°C (XynA, XSC) adicionou-se a mistura de reagdo 100uL do reagente de DNS. Entdo a amostra
foi fervida por 5 min, resfriada em banho de gelo por 2 min, e a absorvancia foi quantificada
utilizando-se 100pL de amostra em leitor de microplacas Infinite 200 (TECAN®). O valor da
absorvancia foi correlacionado a uma curva padrio de agucar redutor (xilose). A unidade de enzima
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol de produto por minuto.

Foram testados como substratos xilano de trigo vermelho (Oat Spelt Xylan), Rye Arabinoxilano,
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Xilano Beechwood e Arabinoxilano de trigo, todos os polissacarideos em concentragéo de 0,5%

(5g/L).

4.2.5.2 pH é6timo

O melhor pH foi obtido utilizando-se o sistema de tampdes acido citrico 0,1M/ Na,HPO,
0,1M/ glicina 0,1M nos seguintes valores de pH: 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0, 9,0 ¢
10,0. Utilizou-se como sustrato xilano beechwood (0,5% m/v). A reac¢lo enzimatica prosseguiu
adicionado-se 40uL de cada tampao, SOuL de substrato e 10uL. de enzimas na concentragao descrita
em 4.2.5.1. Apos 10 min de incubagdo a quantificagdo dos aglicares redutores foi feita conforme

item 4.2.5.1.

4.2.5.3 Temperatura 6tima

O perfil de atividade enzimatica em diferentes temperaturas foi obtido em tampao acido
citrico 0,1M/ Na,HPO, 0,1M/ glicina 0,1M no melhor pH de cada uma das enzimas, pH 6,0 (XynA,
XSC), pH 6,5 (XTpet), pH 7,0 (XTC e CXT). A reagao enzimatica prosseguiu adicionado-se 40uL
de tampao, S0uL de substrato e 10uL de enzimas. Foram testadas as temperaturas de 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75°C para as mesofilicas e temperaturas de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95 e 99°C para as termofilicas. A quantificagdo dos aglcares redutores foi feita conforme item

4.2.5.1.

4.2.6 Cinética

Os ensaios de cinética para as enzimas foram feitos em xilano beechwood. Foram testadas
12 concentragdes de substratos em duas faixas diferentes para cada grupo de enzimas: 0,1 ¢ 6
mg/mL (XTpet, XTC, CXT) e 0,25 a 24 mg/mL (XynA, XSC) e as reagdes seguiram em pH 6,5 a
80°C para o primeiro grupo ¢ pH 6,0 e 50°C para o segundo grupo. A analise de cada um dos
resultados foi feita no software GraphPad Prism 5 ajustando os dados a uma regressdo nao-linear

segundo o modelo cinético de Michaelis-Menten.

4.2.7 Ensaio de ligacdo a carboidratos

Essa metodologia avalia a capacidade de ligacdo de um CBM a um determinado substrato.
Para tanto 50pg de proteinas foram incubadas com 6mg de substrato em tampao de melhor
atividade. Incubou-se a mistura por 1 h a 4°C sob agitagdo branda. Apds esse tempo a amostra foi
centrifugada (12000 g por 10 min) e o sobrenadante concentrado para verificagdo em SDS-PAGE
(fracdo nao-ligada). O precipitado de substrato foi ressuspendido em tampao com 1 M de NaCl e
novamente centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o precipitado novamente ressuspendido.

Essa etapa de lavagem foi repetida trés vezes. Ao final, o precipitado foi ressuspendido em 100 pL
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de tampéo de amostra e aquecido por 10 min a 95°C, com a finalidade de desnaturar as proteinas.

Essa fragao (Fracao ligada) foi também verificada por meio de SDS-PAGE.

4.2.8 Eletroforese capilar de carboidratos

Os produtos obtidos da hidrolise de xilano beechwood de cada uma das enzimas em
diferentes tempos foram identificados por eletroforese capilar de carboidratos no instrumento
P/ACE MQD instrument (Beckman Coulter, Inc) equipado com detector de fluorescéncia induzida
por laser. Os ensaios de hidrolise foram feitos nas temperaturas 6timas de cada uma das enzimas
em 100 pL. contendo o substrato na concentracdo de 0,5% m/v e tampdo apropriado. Os
sobrenadantes da reagdo foram derivatizados com acido §-aminopyreno-1,3,6-trisulfonic (APTS)
por aminacao redutiva. As condigdes de eletroforese foram 15 kV/70-100 pA a temperatura de
20°C em tampao fosfato de sodio (40 mM; pH 2,5). Todos os oligdbmeros marcados com APTS

foram excitados a 488 nm e suas emissoes foram coletadas a 520 nm.

4.2.9 Hidrdlise de bagaco de cana-de-acucar

Esse ensaio foi feito com a finalidade de avaliar a capacidade das xilanases mesofilicas de
suplementar a atividade do coquetel Accellerase 1500 (Genencor) na hidrolise de biomassa. Para
tanto, 50 mg de bagaco de cana-de-aglicar pré-tratado por explosdo a vapor e deslignificado foram
pesados em microtubos de 2mL. O volume de reac@o de hidrolise foi de 1 mL composto por 500
uL tampao fosfato 100 mM pH 6,0, 10uL do coquetel accelerase seguindo as recomendagdes do
fabricante (200uL/ g biomassa), enzimas na diluicdo de 2uM, azida sédica 0,2% m/v e H,O q.s.p.
Ap0s 24 horas de hidrolise a reagdo foi centrifugada por 10 min a 14 000 g e o sobrenadante foi
apropriadamente diluido para quantificagdo dos acucares redutores pelo método de DNS descrito

anteriormente.
4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Construcio e clonagem das quimeras

A Figura 4.5 apresenta os passos de amplificacdo que foram executados para a construgdo
da Xilanase Thermotoga petrophila+CBM6 (xtc), CBM6+Xilanase Thermotoga petrophila (cxt) e
Xilanase Bacillus subtilis+CBM6 (xsc). Fragmentos do tamanho esperado foram obtidos e entdo
clonados apropriadamente clonados no vetor de expressdo (pET28a). A selecdo de clones
transformados recombinantes esta apresentada na Figura 4.6. Clones que foram positivos para a
presenga de bandas relativas a cada construgdo foram identificados e tiveram o DNA plasmidial

extraido. A clonagem foi entdo confirmada por digestdo (Figura 4.7) e sequeciamento.
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Figura 4.5: Fragmentos amplificados para construcio das ORFs xtc, cxt e xsc quiméricas utilizando a técnica de
PCR overlap. As etapas A, B e C das Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 estdo destacadas no gel. M-marcador. 1-Xilanase Thermotoga
petrophila amplificada com primers a,b (984 pb). 2-Xilanase Thermotoga petrophila amplificada com primers i,j (984
pb). 3-xilanase de Bacillus subtilis amplificada com primers k, L (552 pb). 4-CBM6 amplificado com primers g,h (363
pb). 5-CBM6 amplificado com primers m,n (363 pb). 6,7,8,9,10,11-0s fragmentos anteriores adicionados de 78 pb do
linker, resultantes dos passos de PCR 4 e 5 representados nas Figuras 4.2, 4.3 e 4.4. 11-fragmento de 1425 pb referente a
ORF quimérica xtc. 12- fragmento de 1425 pb referente a ORF quimérica cxt. 13-fragmento de 993 pb referente a8 ORF

quimérica xsc.
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Figura 4.6: PCR de coldnia para seleciio de clones transformados recombinantes. M-marcador. 1-5 bandas (1425 pb)
amplificadas dos clones positivos para a presenga da construgdo pET+xtc. 7-bandas (1425 pb) amplificadas dos clones
positivos para a presenga da construgdo pET-+cxt. 10,12,13,14- bandas amplificadas dos clones positivos para a presenga

da construgdo pET+xsc (993 pb).
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Figura 4.7: Digestao do DNA plasmidial extraido dos clones positivos selecionados por PCR de colonia. As setas
indicam as bandas dos fragmentos liberados do vetor com as enzimas Nhel e BamHI. M-marcador. 1-xtc (1425 pb).2-cxt

(1425 pb).3-xsc (993 pb).

4.3.2 Testes de expressao e purificacdo

Na Figura 4.8 sdo apresentados os resultados dos testes de expressao das enzimas em E.coli
BL21 pRARE2 e Rosetta-gami 2(DE3)pLysS para as proteinas XTpet, XTC e CXT. Quantidade
satisfatoria de proteina soluvel para todas as enzimas testadas foi encontrada no sobrenadante das
células lisadas ao fim do tempo de indugao (quatro horas a 37°C). Como aparentemente em todos 0s
casos a linhagem contendo o plasmideo pRARE2 apresentou melhores resultados, tanto pela
visualizagdo das bandas em SDS-PAGE quanto de massa celular, esta linhagem foi escolhida para

expressdo das proteinas apresentadas no gel € também de XynA e XSC.

A purifica¢do por afinidade (Figuras 4.9 e 4.10 ) apresentou bandas em SDS-PAGE com
elevado grau de pureza para todas a proteinas. As amostras das proteinas termofilicas foram
aquecidas a 80°C durante 5 min antes de serem submetidas a purificagdo por afinidade baseada em
niquel, de modo que a maioria das proteinas endogenas da E.coli BL2e 1 pRARE2 fossem retiradas
da amostra por desnaturarem quando aquecidas a essa temperatura ¢ precipitarem. Vale ressaltar
que as proteinas quiméricas denominadas termofilicas nesse trabalho (XTpet, XTC ¢ CXT), tanto o
dominio catalitico de xilanasico quanto o CBM6, sdo derivadas de micro-organismos termofilicos
(Thermotoga petrohila e Clostridium thermocellum) e portanto resistem soliveis e ativas a etapa de
aquecimento. A estratégia de aquecimento, purificagdo em niquel ¢ homogeneizagdo em exclusdo
molecular permitiu a obtengdo de grau elevado de pureza e entdo a continuidade dos trabalhos de
caracterizacdo bioquimico-cinética para comparagdo ¢ avaliagdo das mudancas nos parametros
globais provocadas pela ligacdo do dominio de ligacdo a carboidratos ao dominio catalitico tanto da

xilanase de Thermotoga petrophila como de Bacillus subtilis. A estratégia de purificagdo para as
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proteinas mesofilicas, embora estas ndo tenham sido aquecidas por nd resistirem a essa etapa,

também permitiu obter as proteinas em grau de pureza elevado para os ensaios bioquimicos.

Figura 4.8: Testes de expressdo das quimeras xilanase de Thermotoga petrophila+CBM6 (XTC) (A) e CBM6+
xilanase de Thermotoga petrophila (B) em E.coli pRARE2 e Rosetta-gami 2(DE3)pLysS. 1,2,3,4 referem-se ao time
course em E.coli pPRARE2. 5,6,7,8 referem-se ao time course em Rosetta-gami 2(DE3)pLysS. M: marcador, 1: extrato das
células antes da indugdo com IPTG; 2: tempo de 2 h de indugdo com IPTG, 3: proteinas insoliveis precipitadas com os
restos celulares apos lise, 4: extrato de proteinas soliveis expressas. 5,6,7,8 sdo analogos porém resultados para Rosetta-
gami 2(DE3)pLysS. As setas indicam as bandas de super expressdo das proteinas quiméricas. Ambas com massa

molecular de 57 kDa.

25-
20-4

Figura 4.9: Purificacio em coluna de afinidade das proteinas termofilicas XTpet, XTC e CXT. As amostras das
proteinas termofilicas foram aquecidas a 80°C durante 5 min antes de serem submetidas a purificagdo por afinidade
baseada em niquel, de modo que a maioria das proteinas endogenas da E.coli fossem retiradas da amostra por
desnaturarem quando aquecidas a essa temperatura. A: purificagdo da xilanase nativa de Thermotoga petrohila (42kDa).
B: purificagdo da xilanase de Thermotoga petrophila+CBM6 (XTC) 57kDa. C: purificagdo da quimera CBM6+xilanase
de Thermotoga petrophila (CXT) 57kDa. As fragcdes com elevado grau de pureza foram ainda submetidas a exclusio

molecular.
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Figura 4.10: Purificacdo em coluna de afinidade das proteinas mesofilicas XynA e XSC. A: purificagdo da xilanase
nativa de Bacillus subtilis (XynA) (22,7 kDa). B: purificagdo da xilanase de Bacillus subtilis+CBM6 (XSC) (38,6 kDa).

As fragdes com elevado grau de pureza foram ainda submetidas a exclusdo molecular.

4.3.3 Confirmacao da integridade da funcao do CBM6

A fusdo de proteinas pode ocasionar em perda da fun¢do por mal enovelamento. Além disso
o tipo de polissacarideo ligante da familia CBM6 ¢é altamente variavel (GILBERT, 2010). Nesse
sentido, testes para avaliar o funcionamento do CBM6 apoés a fungdo foram feitos precedendo a
caracterizacdo bioquimica. Esses testes consitiram em verificar a capacidade de ligagdo das
proteinas quiméricas a dois tipos de xilano, xilano beechwood e xilano extraido de cana, sempre em
comparagdo ao modulo nativo. Na Figura 4.11, o resultado para o xilano beechwood mostra que
apenas a XTpet resiste na fracdo soluvel apos incubagdo com o substrato. O perfil para as xilanases

quiméricas (XTC e CXT) ¢ diferente, ambas desaparecem ap0s a incubagao.
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Figura 4.11: Ensaio de ligagdo ao substrato xilano beechwood. As fragdes 1,2 e 3 referem-se a XTpet, fragdo ndo-
ligada ao substrato e fragdo eluida apos 3 lavagens com tampao e aquecimento com agente redutor, respectivamente. As
fragdes 4,5 e 6 sdo analogas para a XTC e as fragdes 7,8 e 9 sdo analogas para a CXT. Observa-se o desaparecimento as

proteinas na fragdo ligada ao substrato apenas para as proteinas quimericas.
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Figura 4.12: Ensaio de ligaciio ao substrato xilano de cana. As fracdes 1,2 e 3 referem-se a XTpet, fracdo nio-ligada
ao substrato e fracdo eluida ap6s 3 lavagens com tampdo e aquecimento com agente redutor, respectivamente. As fragdes
4,5 e 6 sdo analogas para a XTC e as fragdes 7,8 e 9 sdo andlogas para a CXT. Observa-se tanto redugdo expressiva das

proteinas quiméricas na fracdo ligada, diferentemente da XTpet, quanto a presenga de proteinas na fracdo ligada.

4

O resultado para xilano de cana é apresentado na Figura 4.12. Novamente um perfil
diferente é observado para a fracdo ndo-ligada da XTpet em comparagdo com as xilanases
quiméricas. As enzimas sdo encontradas também nas fragdes ligadas. Logo, com esses resultados
podemos afirmar que o CBM6 é capaz de se ligar a polissacarideos hemicelulosicos derivados de

xilose, no caso xilano beechwood e xilano de cana.

4.3.4 Desempenho bioquimico-cinético

Inicialmente uma avaliagdo geral do desempenho das xilanase nativas (Figura 4.13 ¢ 4.14),
e das quimeras foi feita em xilano proveniente de diferentes fontes vegetais e portanto, com
diferentes propriedades tanto em sua composicdo estrutural (monossacarideos constituintes e
substituigdes na cadeia principal) quanto em propriedades fisico-quimicas (solubilidade). Os
melhores resultados de atividade sdo encontrados em xilano beechwood, seguido do xilano oat spelt
e do rye arabinoxilano. O xilano beechwood é composto apenas por residuos de xilopiranose. Ja o
xilano oat spelt ¢ o rye arabinoxilano sdo substituidos possuem a cadeia principal de residuos de
xilopiranose substituida nos carbonos 2,3 e 4 (IZYDORCZYK et al, 1995). As xilanases
reconhecem a ligacdo B-1,4 entre residuos de xilopiranose e portanto o melhor desempenho em

xilano beechwood coaduna com o esperado. Ja nos arabinoxilanos a atividade ¢ menor.

O desempenho dos dois grupos de quimeras foi notavelmente distinto frente a esse painel de
substratos. No caso das quimeras termofilicas a xilanase nativa (XTpet) apresentou o melhor
desempenho de hidrélise seguida das quimeras com CBM6, sendo a quimera com o CBM6 na
posi¢do C-terminal a de pior desempenho. No caso das enzimas mesofilicas ocorreu o contrario. O
desempenho da xilanase fusionada ao CBM6 foi melhor que o da xilanase nativa (XynA). Embora

quantitativamente diferente entre os substratos, o perfil de atividade foi mantido em todos. As
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proteinas que hidrolisaram mais o xilano beechwood mantiveram essa condicdo nos demais
polissacarideos. Além de indicar prelimirnamente diferengas no papel do CBM6 frente a
temperaturas distintas de catdlise, esse painel demonstra que ndo hé aparentemente dentre esses
xilanos algum substituinte que promova restri¢des estéricas significativas nas familias GH10 e

GH11, ja que o perfil de atividade ¢ analogo entre os subtratos.
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Figura 4.13: Atividade das enzimas termofilicas em xilano proveniente de diferentes plantas. As reagdes enzimaticas

foram feitas com as proteinas na mesma concentragéo molar.
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Figura 4.14: Atividade das enzimas mesofilicas em xilano proveniente de diferentes plantas. As reacdes enzimaticas

foram feitas com as proteinas na mesma concentragéo molar.

Prosseguindo com a caracterizagdo bioquimica, as curvas de temperatura para a XTpet e as

quimeras XTC e CXT, respectivamente, no substrato xilano beechwood sao apresentadas na Figura
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4.15. As trés proteinas recombinantes avaliadas apresentam aumento de atividade em temperaturas
crescentes até cerca de 95°C. Ocorre aumento da atividade entre 50 e 95°C com a melhor
temperatura em 95°C e reducdo acentuada da atividade hidrolitica apos essa temperatura. O
aumento da energia cinética favorece a catalise enzimatica, aumentando o nimero de colisdes
favoraveis entre sitio ativo e substrato, até o ponto em que provoca o rompimento das interagdes
eletrostaticas que mantém a estrutura da enzima, e entdo ocorre a desnaturagdo. Esses valores foram
semelhantes ao relatado na literatura para endo-1,4-B-xilanases desse tipo. ZHENGQIANG et al.
(2001) encontraram, para o mesmo tipo de xilanase, no micro-organismo 7hermotoga maritima os
valores Otimos de pH igual a 6,1 e temperatura de 90°C. Nao ha diferencas acentuadas de
comportamento entre a proteina nativa e as proteinas quiméricas, a XTpet apresenta apenas uma
inclinagdo na atividade relativa ligeiramente superior as quimeras, indicativo de que as quimeras
preservaram o comportamento da XTpet e esse resultado é positivo, pois diferencas estruturais

poderiam comprometer a eficiéncia de catalise das quimeras e do mesmo modo os perfis cinéticos.

Para as xilanases mesofilicas (Figura 4.16) a analise do perfil univariado de atividade em
diferentes temperaturas também revela o melhor desempenho entre 45-50°C, o mesmo valor
encontrado por Ruller ez al. (2008). A XSC possui também perfil semelhante a xilanase nativa, mais

uma vez o0 CBM6 ndo afetou a curva de temperatura.
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Figura 4.15: Curva de atividade da xilanase de Thermotoga petrophila (A), xilanase de Thermotoga
petrophila+CBM6 (B) e CBM6+xilanase de Thermotoga petrophila (C) em diferentes temperaturas. A medidas de

atividade foram feitas em xilano beechwood fixando-se o pH em 6,5.
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Figura 4.16: Curva de atividade da xilanase de Bacillus subtilis (A), xilanase de Bacillus subtilis+CBM6 (B) em

diferentes temperaturas. A medidas de atividade foram feitas em xilano beechwood fixando-se o pH em 6,0.

A Figura 4.17 apresenta as curvas de pH para a xilanase termofilica nativa ¢ as quimeras
XTC e CXT, respectivamente, no substrato xilano beechwood. O pH melhor de atividade ficou para
todas as proteinas foi observado entre 6,0 ¢ 7,0, embora o desvio-padrdo nessa regido impega a
determinagdo de valores exatos. O melhor pH situado em pH ligeiramente acido é esperado pelo
fato do mecanismo catalitico das hidrolases necessitar tanto de um doador de prétons quanto de um
nucleofilo (DAVIES et al., 1995). Nao ha atividade significativa abaixo de pH 4,0 tanto devido a
protonagdo dos grupos ionizaveis presentes nos residuos de aminoacidos do sitio ativo responsavel
pela catalise quanto pela desnaturacdo por interferéncia nas interagdes que estabilizam a estrutura
nativa das enzimas. Nao ha diferencas acentuadas de comportamento entre a proteina nativa e as
proteinas quiméricas. O melhor pH para a XynA e a XSC (Figura 4.18) também foi caracterizado e
o resultado foi uma faixa ligeiramente mais acida, de 5,5 a 6,5. As curvas para a xilanase nativa e as

quimeras foram semelhantes.
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Figura 4.17: Curva de atividade da xilanase de 7hermotoga petrophila (A), xilanase de Thermotoga
petrophila+CBM6 (B) e CBMé6+xilanase de Thermotoga petrophila (C) em diferentes pHs. A medida de atividade foi

realizada em xilano beechwood fixando-se temperatura em 80°C.
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Figura 4.18: Curva de atividade da xilanase de Bacillus subtilis (A), xilanase de Bacillus subtilis+CBM6 (B) em

diferentes pHs. A medida de atividade foi realizada em xilano beechwood fixando-se temperatura em 50°C.

A avaliacdo final do desempenho bioquimico-cinético foi feita por meio da medida da
atividade das enzimas em diferentes concentragdes de xilano beechwood para a determinagdo das
constantes cinéticas. Os parametros cinéticos calculados sdo apresentados na Tabela 4.3 e os perfis
cinéticos nas Figuras 4.19 ¢ 4.20. Em todos os casos os dados experimentais ajustaram-se bem ao

modelo de Michaelis-Menten, todos os coeficientes de correlagdo foram superiores a 0,95.

Nas xilanases termofilicas, embora o K, seja praticamente o mesmo tanto para a xilanase
nativa quanto para as enzimas quiméricas, houve reducdo da V), dessa forma as constantes de
eficiéncia foram similares para a xilanase nativa e para a quimera CXT e houve reducdo nesse
parametro para a XTC. Esse resultado corrobora os dados da Figura 4.13, onde a XTC teve o pior
resultado de atividade no painel de substrato, e as outras duas enzimas tiveram resultado
semelhante. Nesse caso podemos afirmar que o CBM6 fusionado ndo influenciou na ativida da
xilanase termofilica quando fusionado na por¢do N-terminal e diminuiu ligeiramente a atividade

quando fusionado na por¢do C-terminal da proteina.

A constante de eficiéncia da xilanase mesofilica fusionada ao CBM6 foi cerca de 65%
maior que a encontrada para a enzima nativa XynA, indicativo de que nesse caso o CBM6
melhorou o desempenho cinético. Pode ser observado que a enzima XSC apresenta um K, quase
30% menor que a XynA. Resultado semelhante foi encontrado por Santos et al.(2012) num trabalho
de caracterizacdo de uma GHS-CBM3 (celulase) de Bacillus subtilis. Esses autores deletaram o
CBM3 da celulase quimérica nativa ¢ mediram os parametros cinéticos da enzima nativa e do
dominio catalitico sem 0 CBM3 e também detectaram menores K, € V. para a sequéncia nativa
em comparagdo ao dominio catalitico isolado (SANTOS et al., 2012) . Esses resultados mais uma
vez coadunam com o painel de substratos (Figura 4.14). Ha, portanto, diferencas entre a capacidade
de o CBM6 auxiliar a catalise entre os diferentes tipos de xilanase ¢ de temperatura de catalise. A

fusdo a dominios de ligag@o a carboidratos pode ser adotada como estratégia para que a engenharia
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de proteinas desenvolva enzimas mais eficientes e o resultado é personalizado, ou seja, cada caso

deve ser analisado isoladamente e nem sempre a fusdo a CBMs ira aumentar a eficiéncia de um

dominio catalitico.

Tabela 4.3: Parametros cinéticos para a xilanase nativa e quimeras.

Ky (mg mL” » 0
1) Viax (U/mL) Kea (87) K o/Ky (s mg mL)
XTpet 1,047 2,88 4800 4584
XTC 1,032 2,14 3566 3455
CXT 1,039 2,63 4383 4218
XynA 5,837 2,367 236,9 40,6
XSC 4,044 2,675 268,1 66,4
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Figura 4.19: Perfil cinético da xilanase de Thermotoga petrophila (A), xilanase de Thermotoga petrophila+CBM6 (B)
e CBMo6+xilanase de Thermotoga petrophila (C) a pH 6,5 e 80°C. O substrato utilizado foi o Xilano beechwood

variando-se a faixa de concentragao entre 0,1 a 6,0 mg/mL, com anélise em 12 pontos.
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Figura 4.20: Perfil cinético da xilanase de Bacillus subtilis (A), xilanase de Bacillus subtlis+CBM6 (B) a pH 6,0 e
50°C. O substrato utilizado foi o Xilano beechwood variando-se a faixa de concentra¢do entre 0,25 a 24,0 mg/mL, com

analise em 12 pontos.
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4.3.5 Caracterizagao dos produtos de hidrdlise de xilano

Como complementagdo das verificagdes cinéticas, a caracterizacdo dos produtos de
hidrolise do xilano beechwood foi feita por meio de eletroforese capilar de carboidratos.
Surpreendentemente as quimeras termofilicas em tempos curtos apresentaram padrdo diferente da
xilanase nativa, um pico de xilotriose (X3) no tempo de 10 min (Figura 4.21). (SANTOS et al.,
2010) sugerem que a mudanga conformacional induzida pela temperatura em uma alga da estrutura
da xilanase GH10 de Thermotoga petrophila seja critica para o padrao de produtos originados da
atividade dessa enzima. Assim, o CBM6 parece restringir essa mudanca conformacional. Xilo-
oligossacarideos (XOS) s3o de relevancia nutricional por suas propriedades nutracéuticas
(GONCALVES et al., 2012). A mudanga no padrdo de xilo-oligossacarideos, com a tendéncia a
formar oligossacarideos mais curtos, pode ser relevante biotecnologicamente, pois tempos menores
seriam gastos para a obtengdo desses acucares. Logo, embora a fusdo ao CBM6 ndo tenha
apresentado melhoria cinética no caso das enzimas termofilicas, essa mudanga inesperada torna essa
fusdo a CBMs uma alternativa para a engenharia de proteinas no caso de necessidades

personalizadas, como a producdo de XOS.
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Figura 4.21: Eletroforese capilar dos produtos de hidrolise de xilano beechwood pelas enzimas termofilicas. O
cromatograma mostra os produtos de hidrdlise incompleta (10 min) e hidrélise overnight. Verifica-se que as quimeras
(XTC e CXT) possuem um pico significativamente maior de xilotriose (X3) em comparacdo com a xilanase nativa (XT)

indicando que a fusdo com o CBM6 modificou o padrdo de hidrélise incompleta (10 min).

No caso das enzimas mesofilicas ndo houve mudanga no padrdo de hidrélise do xilano
(Figura 4.22). Os picos identificados foram tipicos da familia GH11: xilose (X1), xilobiose (X2),
xilotriose (X3) e xilotetrose (X4), os mesmos obtidos por (GONCALVES et al., 2012) para uma
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GHI11 de Penicillium funiculosum. Pode-se verificar que o padrdo da familia GH11 sem CBM6
(XSC) ¢ muito semelhante ao da familia GH10 (enzimas termofilicas) fusionada ao CBM6 no
tempo de 10 minutos. Portanto, conclui-se que o0 CBM6 pode alterar os produtos caracteristicos de

uma familia de xilanases.
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Figura 4.22: Eletroforese capilar dos produtos de hidrolise de xilano beechwood pelas enzimas mesofilicas. O
cromatograma mostra os produtos de hidrdlise incompleta (10 min) e hidrélise overnight. A quimera (XSC) apresentou

padrdo de hidrélise semelhante a XynA em todos os tempos verificados.

4.3.6 Teste de hidrdlise do bagaco de cana-de-acucar

Diante dos resultados cinéticos positivos para a Xilanase mesofilica quimérica, decidiu-se
testar a capacidade dessa enzima e sua analoga nativa na hidrolise da biomassa da cana-de-agucar,
visto que o arabinoxilano ¢ um polissacarideo abundante nessa espécie vegetal (SOUZA et al.,
2012). Adotou-se como estratégia a suplementacdo do coquetel comercial accellerase 1500, pois
esse coquetel € rico em celulases e a suplementacdo com xilanases em outro trabalho apresentou
resultados positivos (SONG et al., 2012). A Figura 4.23 traz os dados de acucares redutores
liberados a partir dos polissacarideos de bagaco explodido deslignificado (BED). A quantidade de
agtcares redutores proveniente da hidrolise com Accellerase+XSC, 17% superior ao experimento
com coquetel Accellerase apenas, foi estatisticamente diferente pelo teste t, a 5% de significancia,
da média da hidrolise apenas com Accellerase. Isso ndo ocorreu para a xilanase nativa (XynA), cuja

média também ndo foi estatisticamente diferente da Accellerase+XSC. A suplementagdo com a

57



XSC mais uma vez apresentou um resultado positivo, indicando que essa enzima também possui

melhor desempenho ao hidrolisar os polissacarideos da biomassa da cana-de-agticar.
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Figura 4.23: Hidrélise de BED suplementando Accellerase 1500 com XynA e XSC. As enzimas foram suplementadas
na mesma concentragdo molar. O teste t apontou diferenca entre as médias de agucares redutores liberados da hidrolise

apenas com Accellerase daquela contendo Accellerase+XSC, a 5% de significancia.

4.4 Conclusao

Embora o papel dos CBMs na atividade catalitica de glicosideo hidrolases ainda seja uma
questdo controversa, existem relatos, por exemplo, o de Kim et al. (2010) onde a fusdo desses
modulos a celulases aumentou cerca de trés vezes o desempenho do modulo catalitico. Com base
nessas observagdes as quimeras de xilanases ligadas ao CBM6 foram desenhadas para trazer pilares

a tarefa de construir enzimas com melhor desempenho funcional.

A metodologia de PCR overlap mostrou-se adequada para as fusdes génicas propostas.
Ap6s purificacdo das proteinas e determinagdo do comportamento em diferentes pHs e temperaturas
verificou-se que, embora a fusdo end-to-end por vezes origine em mal enovelamento (RIBEIRO et
al., 2011) ou impedimento estérico entre os dominios, o dominio catalitico xilanasico preservou
essas caracteristicas bioquimicas das enzimas parentais em todas as quimeras. Com relagdo ao
dominio CBM existem relatos da capacidade de ligagdo da familia de CBM6 a xilano, porém
particularmente o CBM6 de Clostridium thermocellum, escolhido nesse trabalho pelas propriedades
termofilicas do micro-organismo de origem, ndo foi ainda caracterizado. Como essa familia
apresenta grande diversidade entre os substratos a capacidade de ligacdo das quimeras a dois tipos
de xilano foi também verificada (GILBERT, 2010). As quimeras termofilicas se mostraram capazes
de ligar tanto a xilano beechwood como a xilano de cana, mostrando tanto que esse tipo de CBM ¢
capaz de se ligar aos substratos analisados quanto o fato da fusdo end-to-end aparentemente ndo ter

afetado o desempenho desse dominio.
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A caracterizagdo da atividade em diferentes substratos, para as enzimas termofilicas,
mostrou reducdo da atividade para a xilanase com o CBM6 na posi¢do C-terminal, ainda que a
fusdo end-to-end nao tenha comprometido totalmente a atividade houve interferéncia no
desempenho catalitico. A enzima com o CBM6 N-terminal apresentou praticamente os mesmos
valores de atividade que o modulo nativo da xilanase, indicando que para essa xilanase em altas
temperaturas ndo houve melhoria no desempenho pela fusdo do CBM6. Os dados cinéticos
apontaram na mesma dire¢do. Os valores de K,; foram preservados, mas houve redugdo da
velocidade maxima (para a XTC) e consequentemente diminuicdo da constante de eficiéncia,
parametro indicativo de desempenho em um determinado substrato. No caso da CXT ndo houve
mudanga significativa no desempenho, corroborando os dados de atividade em diferentes
substratos. Desse modo, pode-se concluir que para a xilanase GH10 de Thermotoga petrophila
(altas temperaturas) ndo houve colaboragdo do CBM6 no desempenho cinético, embora o padréo de
oligossacarideos identificado por eletroforese capilar, com a produgdo de X3 apenas pelas quimeras,
indique uma mudanga na clivagem que pode ser positiva do ponto de vista biotecnoldgico devido a

fusdo ao CBM6.

A quimera mesofilica obteve um desempenho melhor que a xilanase GHI11 nativa de
Bacillus subtilis em todos os testes realizados. O painel de substratos indicou melhoria na atividade
hidrolitica que foi confirmada pela determinac@o das constantes cinéticas, a constante de eficiéncia
(K../Ky) foi significamente menor para a XSC. Além disso, na hidrolise da biomassa da cana-de-
agulcar, rica em arabinoxilanos, a xilanase quimérica suplementou o coquetel comercial Accellerase
1500, liberando mais agtcares redutores, com resultados percentuais superirores aos encontrados
por Song ¢ colaboradores (2012) para esse mesmo tipo de experimento feito com uma xilanase
desenvolvida por varias etapas de evolugdo dirigida. Logo, essa xilanase possui uma aplicagdo
biotecnologica imediata, a suplementagdo de coquetéis fingicos para hidrolise de biomassa, cujos
agucares podem ser fermentados para a producao, dentre uma vasta gama de compostos quimicos,

bioetanol de segunda geracao.
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V - Conclusao Final

As hemicelulases podem de fato contribuir significativamente para a hidrolise da biomassa
vegetal (DELABONA et al.; ALVIRA et al., 2011). Quaisquer esfor¢os no sentido de otimizar a
composi¢do de coquetéis que produzam agucares fermentesciveis a partir de biomassa devem

servir-se dessa capacidade.

Esse trabalho trouxe como contribui¢do a ciéncia a caracterizagdo da enzima
arabinofuranosidase (AbfA) de Bacillus subtilis. Com bom desempenho na suplementagdo do
coquetel do fungo Trichoderma harzianum P49P11 a familia GH51 a qual pertence a AbfA ainda é
pouco estudada. A otimizagdo de pH e temperatura permite considerar a AbfA uma enzima versatil,
que reteve em torno de 90% de atividade entre 35-50°C, dado esse importante para experimentos de
bioprocessos. A EC mostrou que a enzima foi capaz de liberar monomeros de arabinose
hidrolisando 1,5-a-L-arabinoheptaose a partir da extremidade ndo-redutora. E dentre os demais
resultados do tdpico III, dados de SAXS e desnaturagdo térmica conjuntamente com simulagdes de
dindmica molecular mostraram que a AbfA possui um arranjo hexamérico, formando um trimero de
dimeros que se mantém até a temperatura de melting, evidéncia de que a estrutura quaterndria pode
ser importante para o desempenho da familica GH51. Logo, esforcos de engenharia de proteinas no
sentido de evoluir essa enzima ou construir quimeras para redu¢do de custos com polipeptideos

devem levar em consideragdo a importancia dessa estrutura hexamérica.

Ainda como contribui¢do a ciéncia os estudos do topico IV de constru¢do de enzimas
artificiais com a fusao de dominios nativos trouxeram luz a questao de como os dominios de ligacdo
a carboidratos podem ser Tuteis a biotecnologia e aos engenheiros de proteinas. Os resultados
indicaram que os CBMs podem melhorar o desempenho de xilanases, embora esse fator ndo seja
regra e cada enzima a ser otimizada deva ser estudada isoladamente. O CBM6 em questdo mostrou-
se capaz nao s6 de aumentar a constante de eficiéncia da xilanase de Bacillus subtilis, como de
modificar o padrdo de clivagem de substrato da xilanase de Thermotoga petrophila. Sabe-se que o
grande custo da elevada e diversificada carga enzimatica necessaria para hidrolisar os
polissacarideos da biomassa sdo o principal entrave para tornar o etanol de segunda geracdo uma
tecnologia viavel economicamente. Os testes de hidrolise de biomassa, em que a xilanase+CBM6
mesofilica apresentou melhor resultado que aqueles apenas com o coquetel comercial ou a
suplementagdo com a xilanase nativa, indicam que os dominios de ligagdo a carboidratos sdo uteis
para otimizagdo de carga enzimatica, uma vez que quantidades menores de enzimas podem ser
utilizadas em coquetéis recombinantes de enzimas isoladas ou na suplementacdo de coquetéis,

comerciais ou fungicos in house.
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Titulo_do_projeto: Estudos Funcionais De Hemicelulases Microbianas Com Potencial Aplicagdo

Biotecnologica Em Biorrefinarias De Biomassas Hemiceluldsicas

Pesquisador responsavel: Fabio Marcio Squina

Experimentador: Zaira Bruna Hoffmam

Nivel do treinamento do experimentador: [ |-Iniciagdo cientifica, [ X ]-mestrado, [ ]-doutorado,
[ J-doutorado direto, [ ]-pos-doutorado, [ J-nivel téenico. [ J-outro, especifique:
Resumo do projeto:

A cima-de-agucar ¢ atualmente a opglo de hiomassa energética de maior produtividade de bioetanol por drea plantada. Temese
huscado altermaivis vidveis para aumentar expressivamente a produgdo de clanol sem aumento da direa plantada. com o intuito de tomar a matng
energética brasileira solida ¢ renovavel. Consensualmente, a mais promissora ¢ produzir elansl a partir da biomassa gerada como residuo na
produgio do dleool de primeira geraglo. Para tanto. ¢ necessario hidrolisar ¢ssa biomassa ¢ liberar agiicares fermentesciveis. Porém, dada a
recaleitraneia dos residuos. ¢ complexa a tarefa de propor um processo de hidrilise cficiente, de baixo custo € que ndo gere compostos [sicos
que diminuem o rendimento da etapa de fermentagdo posterior

Nesse sentido hidrolisar completamente a biomassa depende da agho conceriada (sinérgica) de varias atvidades cataliticas
distintas, principalmente celulises ¢ hemicelulases, com as quais se espern obter niveis sinérgicos de rendimento para sacarificagio destes
polimeros complexos, Além disso, a presenga de enzimas mesolilicas ¢ extremolilicas em um coquetel multienzimatico garantiria alividacde sobre
substratos. liggagelulisicos numa faixa ampla de temperatura ¢ de pil. lsso implicaria em versatilidade para os processos de hidrilise, ¢,
consequientemente. resultados mais significalivos ¢ menores custos para o processo, lendo om vista que praticamente todos o coquetéis
comercians disponives atuam principalmente em temperas Gnmas variando entre 30 ¢ $50C numa faixa de pH em tomo de 6.0, Estas condigies
pedem tomar o processo de hidrolise limitado ds condighes ofimas para as ensimas disponiveis. dificullando alteragdes em etapas do processo na
tentativa de otimiar o pridugo de ctanol em abordagens em estudos de hidrolise seguido de sacarificagdo ou com baixes ou dispendiosos
rendimentos para 851 (sacarificagdo ¢ fermentagio simultineas). pois o creseimento ¢ fermentago alcodlics feito pelas leveduras disponiveis
alualmente se di em lemperaturas brandas, a aproximadamente 3000 (longe da temperatura dlima dos coquetéis comerciais)

A partir dessas premissas csse projeto propde um cstudo que proporciona correlscionar a estrutura ¢ funglo de algumis
hemicelulases-chave (4 enzimas hemicelulasicas mesofilicas e hipertermofilicas) para montagem de um complexo hemicelulolitico versitil, com
diferentes atividades cataliticas ¢ atuante em ampla faixa de pH ¢ temperatura. Para anto. as ensimas serdo clonadas em diferentes sistemas de
EXPREssdo ¢ erio seus pardmetros bioquinico-cinéticos determinados. Esses dados servirdo como base para a construgflo de quimernns protéicas a
partr de endoxilanases mesofilicas e hipertermofilicas. com o auxilio de enicas como overlap PCR ¢ extensdo end-to-end e serdo ligados
posteriormente a deminios de ligaglo a carboidratos (CBMG) provindos da bactéria anaerobica elanclgénica (Clostridium thermocellum). As
construgdes génicas serlo entio expressas ¢ carsctenzadas, em seguida o compleso de enzimas quiméricas ¢ modulo cataliticos (tipo selvagem)
terdo suas atividades comparadas por diferentes ensaios ¢ em comdigdes variadas de (pll, temperatura ¢ tipos de substratos) Estas enzimas serio
cstudas bioguimicamente { Vimdas, KM, Keat) ¢ biolisicamente (dicroismo circular, calorimetria por DSCT) em trabalhos de colaboragio com
outros Labortarios deste centre de pesquisa
Serdo feitis combinigho de misturas enzimaticas frente 3 degradagdo de compostos ligno-hemicelubisicos em diferentes condigdes de preparo. A
andlise de sinergia destes componentes sera avaliada por meio de plangjamentos experimentais bascado em mistura com dilerentes combinagics
enzimancas. [stes resultados poderdo direcionar a melhor combinagho de novos coquetéis que poderdo contribuir para o aumento do rendimento
focado no provesso de hidndlise de biomassas vegetais ¢ substratos sintéticos.
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