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RESUMO

Devido a necessidade do desenvolvimento de fontes de energias renovaveis é
de grande interesse a descoberta de novas enzimas envolvidas na desconstrugdo da
parede celular vegetal para a produgcdo de biocombustiveis. A metagenémica € uma
poderosa ferramenta para a descoberta de novos genes em comunidades microbianas
que nao sao passiveis de cultivo pelas técnicas tradicionais.

Neste contexto, o objetivo desta tese foi o desenvolvimento de estratégias
metagenOmicas para prospecgdo de novas enzimas atuantes na degradagdo da
biomassa vegetal no metagenoma de solo de canavial bem como a caracterizagao
funcional das mesmas.

A biblioteca metagenémica construida com DNA extraido de um consorcio
microbiano especializado na degradacdo de bagaco de cana-de-agucar explodido a
vapor e deslignificado foi empregada nos experimentos de triagem funcional de alto
desempenho. Como resultado, foram identificados trés clones positivos com atividade
celulolitica e dois clones com atividade xilanolitica. A andlise dos insertos de cada um
dos clones resultou na localizagdo de ORFs cujas sequéncias de aminoacidos
apresentaram identidade com dominios conservados de glicosil hidrolases da familia 5
(celulases E-1 e E-2), familia 6 (celulase E-3), familia 10 (xilanase X-1) e familia 16
(glicosil hidrolase X-2). A celulase E-1 apresentou em sua estrutura além do dominio
catalitico, E-1 Cat, um dominio de ligagdo a carboidratos, denominado E-1 CBM, que
nao apresentou identidade de sequéncia com dominios conservados conhecidos. A
analise funcional do E-1 CBM revelou tratar-se de um CBM especifico para cadeias de
glucano com grau de polimerizagdo minimo de cinco unidades de glicose.

Ensaios de atividade enzimatica em diferentes substratos mostraram que E-1 Cat
atuou especificamente na hidrolise das ligagdes glicosidicas do tipo [3(1,4) entre
residuos de glicose. Os maiores valores de atividade enzimatica foram obtidos em pH
7,0 e temperatura de 50°C. Os parametros cinéticos calculados em CMC foram K, igual
a 6,05 + 0,37 mg/mL, Vnax de 42,51 £ 1,2 ymol/min/mg e eficiéncia catalitica kea/Km de
4,06 mL/mg/s. A enzima apresentou termoestabilidade a 40°C por cinco horas. A

atividade enzimatica de E-1 Cat em celulose cristalina e bagaco de cana-de-agucar
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explodido a vapor resultou na liberagdo de agucares soluveis, evidenciando sua
potencial aplicagdo em processos de conversao da biomassa vegetal.

Ensaios de atividade em diferentes substratos mostraram que X-1 apresentou
maior atividade enzimatica em xilana ndo ramificada, nas condicbes de pH e
temperatura de 6,0 e 45°C, respectivamente. Os parametros cinéticos calculados
utilizando como substrato xilana de madeira de faia foram K., de 2,18 + 0,13 mg/mL,
Vmax de 1.435 £ 30,4 pymol/min/mg e kca/Km de 496,32 mL/mg/s. Em relagdo a
termoestabilidade, a enzima se manteve estavel a 40°C e 50°C por seis horas. A
hidrdlise de substratos complexos com X-1 resultou na liberacdo de xilo-
oligossacarideos, xilobiose e xilose, que sdao compostos que apresentam potencial
aplicagao nas industrias alimenticias e de biocombustiveis.

Os resultados obtidos neste estudo validaram a abordagem metagendmica
desenvolvida para a descoberta de novos genes codificantes para glicosil hidrolases.
Além disso, a estratégia descrita nesta tese pode ser estendida para a descoberta de

uma miriade de bioprodutos de interesse biotecnoldgico.
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ABSTRACT

Due to the necessity of development of renewable sources of energy, it is of great
interest the discovery of novel enzymes involved in plant cell wall deconstruction for
biofuels production. Metagenomics is a powerful tool for the discovery of novel genes in
microbial communities that are not liable to cultivation by traditional techniques.

In this context, the aim of this thesis was the development of metagenomic
strategies for prospection of novel enzymes involved in plant biomass degradation in
sugarcane field soil metagenome and functional characterization of the identified
enzymes.

The metagenomic library constructed with DNA extracted from a microbial
consortium specialized in degradation of steam exploded delignified sugarcane bagasse
was used in the experiments of high-performance functional screening. As a result, we
identified three positive clones with cellulolytic activity and two clones with xylanolytic
activity. The analysis of the inserts from each clone resulted in the location of ORFs
whose amino acid sequences showed identity to conserved domains of glycoside
hydrolase family 5 (cellulases E-1 and E-2), family 6 (cellulase E-3), family 10 (xylanase
X-1) and family 16 (glycoside hydrolase X-2). Cellulase E-1 exhibited in addition to the
catalytic domain, E-1 Cat, a carbohydrate binding module, called E-1 CBM, which
showed no sequence identity with known conserved domains. Functional analysis of E-1
CBM showed that it is a CBM specific for glucan chains with a degree of polymerization
of at least five units of glucose.

Assays with a set of different substrates revealed that E-1 Cat hydrolyzed
specifically 3(1,4) glycoside bonds between glucose residues. The highest value of
enzymatic activity was obtained at pH 7.0 and temperature of 50°C. The kinetic
parameters Kn, Vmax and catalytic efficiency kqa/Kn, calculated using CMC were 6.05 +
0.37 mg/mL, 42.51 + 1.2 ymol/min/mg and 4.06 mL/mg/s, respectively. The enzyme
showed thermal stability at 40°C for five hours. The enzymatic activity of E-1 Cat in
crystalline cellulose and steam exploded sugarcane bagasse resulted in the release of
soluble sugars, demonstrating its potential application in processes of biomass

conversion.
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The xylanase X-1 showed higher enzyme activity in debranched xylan, in
reactions conducted in pH 6.0 and temperature of 45°C. The kinetic parameters Ky, Vimax
and catalytic efficiency kcat/Kn calculated using beechwood xylan were 2.18 + 0.13
mg/mL, 1,435 + 30.4 pmol/min/mg and 496.32 mL/mg/s, respectively. In relation to
thermal stability, the enzyme was stable at 40°C and 50°C for six hours. The hydrolysis
of complex substrates resulted in the release of xylo-oligosaccharides, xylobiose and
xylose, which are compounds that have potential application in food and biofuels
industries.

The results of this study validated the metagenomic approach developed for the
discovery of novel genes coding for glycoside hydrolases. Moreover, the strategy
described in this work can be extended to the discovery of a myriad of byproducts of

biotechnological interest.
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INTRODUGAO GERAL

A dependéncia em relagdo aos recursos naturais nao renovaveis para o
suprimento da demanda energética mundial constitui o principal estimulo para o
desenvolvimento de tecnologias que permitam o aproveitamento de recursos naturais
renovaveis para geracao de energia (TENGERDY & SZAKACS, 2003). A crise do
petroleo em 1970 incentivou as primeiras pesquisas na area de aproveitamento de
recursos renovaveis para a produgao de biocombustiveis. Porém, nos anos seguintes, a
queda no preco do petréleo voltou a estimular o uso dos combustiveis fosseis (LOVINS,
2004). As estimativas do aumento da demanda energética em 50% até 2025,
principalmente devido ao rapido crescimento de varias nagdes em desenvolvimento,
impulsionaram novamente as buscas por fontes de energia renovaveis (RAGAUSKAS
et al., 2006).

A biomassa €& considerada a principal alternativa para a substituicdo dos
combustiveis fosseis (OZCIMEN & KARAOSMANOGLU, 2004, JEFFERSON, 2006),
por trés motivos principais. O primeiro deles é o fato de tratar-se de uma fonte
renovavel, seguido pela caracteristica de apresentar balangco de emissdo de gas
carbénico nulo, pois o diéxido de carbono liberado a partir de sua queima foi
previamente absorvido pelas plantas em seu desenvolvimento. Por ultimo, o uso da
biomassa como fonte de energia apresenta potencial econémico, tendo em vista a
previsdo do aumento no pregco dos combustiveis fosseis no futuro (CADENAS &
CABEZUDO, 1998).

O termo biocombustivel se refere aos combustiveis liquidos ou gasosos
empregados no setor de transporte e que sdo predominantemente produzidos a partir
de biomassa (DEMIRBAS, 2007). Os biocombustiveis apresentam como pontos fortes o
fato de derivarem de fontes ilimitadas e serem biodegradaveis, resultando em menores
impactos ambientais (DEMIRBAS, 2007).

O bioetanol € um biocombustivel derivado de fontes renovaveis (como trigo,
milho e cana-de-agucar), produzido pelo processo de fermentagdo anaerdbica, em que

agucares sao convertidos em etanol pela agdo de micro-organismos, principalmente as
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leveduras. Em geral a biomassa vegetal, incluindo diversos residuos agroindustriais, &
rica em polissacarideos dos quais podem ser obtidos agucares fermentesciveis
(DEMIRBAS, 2007).

O principal desafio para producdo de biocombustiveis em larga escala é o
desenvolvimento de tecnologias que superem a recalcitrancia da parede celular vegetal
a degradagao para obtencao de acucares (FARINAS, 2011).

Atualmente, os processos quimicos empregados na degradagado da biomassa
vegetal envolvem tratamentos acidos e térmicos, que apresentam alto custo e baixa
eficiéncia (MOSIER et al., 2005). Além disso, muitos desses tratamentos produzem
compostos furfurais, que atuam como inibidores nas etapas posteriores de fermentacao
(RUBIN, 2008).

A hidrélise enzimatica da parede celular apresenta vantagens em relagdo as
rotas quimicas, principalmente no que diz respeito a nao liberagdo de compostos
téxicos que podem ser inibitérios para as etapas posteriores de fermentacdo (NAIK et
al., 2010). Porém o alto custo e baixo rendimento associados aos processos
enzimaticos sdo os principais entraves para que sejam economicamente viaveis (XIA et
al., 2013).

Neste sentido, a metagendmica, que consiste no direto isolamento de acidos
nucleicos de comunidades microbianas sem a necessidade de cultivo e isolamento,
auxilia na identificacdo de novas e potenciais enzimas para serem empregadas no
processo de desconstrugcado da parede celular vegetal (XIA et al., 2013, VERMA et al.,
2013, ILMBERGER & STREIT, 2010, LI et al., 2009).

Nesse contexto, o presente trabalho foi desenvolvido. A tese se encontra dividida
em capitulos, visando dar énfase aos objetivos propostos e resultados obtidos.

Abaixo, se encontra uma breve descricdo de cada um dos capitulos:

e Capitulo 1 — Revisao bibliografica apresentando as informacdes que

contextualizam e justificam a realizagéo do trabalho;

e Capitulo 2 - Objetivos gerais e especificos que motivaram cada etapa do

trabalho;

e Capitulo 3 — Desenvolvimento de metodologias para prospecgao de novos

genes de glicosil hidrolases por abordagens metagenémicas;



Capitulo 4 — Clonagem, expressao e caracterizagdo bioquimica de duas
enzimas isoladas pela triagem funcional da biblioteca metagenémica;
Capitulo 5 — Investigacédo e estudos funcionais de um dominio de ligacao a

carboidratos identificado em uma celulase de origem metagendmica.






CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

11. O Uso da Biomassa como Fonte de Energia

Renovavel

De acordo com o Centro Nacional de Referéncia em Biomassa (CENBIO)
(disponivel em: http://cenbio.iee.usp.br/) e do ponto de vista energético, a biomassa é
definida como o conjunto de todos os recursos renovaveis provenientes de matéria
organica, tanto de origem animal como vegetal, que podem ser empregados na geragao
de energia. Um tipo em particular de biomassa € a lignocelulésica, que corresponde a
mais de 60% de toda a biomassa vegetal produzida no mundo (TENGERDY &
SZAKACS, 2003). A biomassa vegetal armazena energia solar captada pelo processo
de fotossintese na forma de polimeros na parede celular vegetal. Esta energia pode ser
disponibilizada através da queima ou processos de bioconversdo (TENGERDY &
SZAKACS, 2003).

As projecdes para o fim das reservas naturais da principal fonte energética
utilizada atualmente, o petréleo, e o consequente incremento da demanda por recursos
energéticos sustentaveis demonstram a importancia do desenvolvimento de fontes
alternativas de energias denominadas limpas e renovaveis (JOAO, 2011).

Em relagdo ao uso de energia renovavel, o Brasil apresenta 90% de sua matriz
energética baseada na hidroeletricidade (BRASIL, 2009), além do dominio da produgao
de bioetanol a partir da cana-de-acucar, por meio do processo de fermentagao alcodlica
da sacarose, denominado de etanol de primeira geragéo (JOAO, 2011). O Brasil é o
segundo maior produtor de etanol do mundo, atras apenas dos Estados Unidos, que
utiliza o milho como matéria prima para produgéo do etanol (SIMS et al., 2010).

No Brasil, a producao de etanol se destacou na década de 1970 incentivada pela
criacdo do Programa Nacional do Alcool — Proalcool. O Prodlcool foi criado em virtude
da crise energética mundial, com o objetivo de diminuir a dependéncia em relagéo ao
petroleo (JOAO, 2011). Porém, até o ano 2000 o etanol necessitava de subsidios do
governo para a inser¢ao no mercado nacional (CERQUEIRA LEITE, 2009). O etanol se

tornou um combustivel liquido altamente competitivo a partir de 2003, com o



desenvolvimento dos veiculos flex fuel, também chamados de veiculos de combustivel
duplo (CERQUEIRA LEITE, 2009). Em 2012, aproximadamente 87% dos veiculos leves
licenciados no pais possuiam a tecnologia flex fuel e apenas 7,5% eram movidos
exclusivamente a gasolina (ANFAVEA, 2013).

No Brasil, a tendéncia é o crescimento continuo da producdo de etanol, devido
aos diversos investimentos feitos na area, como a construgao de novas destilarias € o
emprego de estratégias que visam elevar a produtividade através do aproveitamento
dos residuos gerados na produgdo do etanol de primeira geracao (MARTINELLI &
FILOSO, 2008).

Nas usinas esses residuos correspondem principalmente ao bagac¢o de cana —
de - acucar, material resultante da extragdo do caldo ap6s esmagamento da cana nas
moendas (PANDEY et al., 2000), e pela palha, que deixada sobre solo apds a colheita
sofre decomposi¢cao por micro-organismos (CORTEZ et al., 2008). Anualmente no
Brasil, a producédo de bagago de cana-de-agucar € de aproximadamente 186 milhdes
de toneladas e aproximadamente 92% desse total € queimado nas usinas para geragao
de energia (SOCCOL et al., 2010).

O bagaco apresenta significativa heterogeneidade morfolégica e consiste em
feixes de fibras e outros elementos estruturais como parénquima e células epiteliais
(SANJUAN et al., 2001). Em relagcdo a sua composi¢cao, apresenta de 19-24% de
lignina, 27-32% de hemicelulose, 32-44% de celulose e 4,5-9,0% de cinzas
(JACOBSEN & WYMAN, 2002). A celulose e a hemicelulose correspondem as fragdes
de polissacarideos que podem ser extraidas, fermentadas e transformadas em etanol,
dando origem ao chamado etanol de segunda geragao (CARDONA et al., 2010).

No Brasil, a producao de etanol a partir do bagaco é bastante favorecida, pois se
trata de uma matéria prima disponivel em grande quantidade e com baixo valor
agregado (CARDONA & SANCHEZ, 2007). Além disso, as plantas de etanol de
segunda geragdao podem ser construidas no mesmo local das usinas de primeira
geragao, reduzindo assim os custos com implantagdo, suprimento energético e
transporte de matérias primas (SOCCOL et al., 2010). Estima-se que o aproveitamento
da palha e do bagago de cana-de-agucar resultaria em um aumento de cerca de 40%

da produtividade de etanol sem a necessidade do aumento da area cultivada



(MACEDO, 2005).

Apesar do otimismo em relagdo ao etanol de segunda geracdo, existem
dificuldades técnicas para que o processo de desconstrugdo da parede celular vegetal
seja viavel economicamente (RUBIN, 2008). A principal dificuldade do processo esta
relacionada a recalcitrancia da parede celular vegetal, devido a alta associagéo entre os
trés principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina (SOCCOL et al., 2010). A

organizagao da parede celular vegetal € descrita em detalhes no tépico abaixo.

1.2. Composicao da Parede Celular Vegetal

Nas células vegetais, a parede celular tem como fungdo envolver o conteudo
celular, evitar o estresse mecanico, manter a morfologia da célula e proteger contra o
ataque de patégenos. Trata-se de uma estrutura flexivel para suportar forgas de
cisalhnamento e permeavel, permitindo a troca de pequenas moléculas entre o meio intra
e extracelular (QUIROZ-CASTANEDA & FOLCH-MALLOL, 2011). A parede celular
vegetal é dividida em trés camadas, denominadas lamela média, parede primaria e
parede secundaria (CARPITA & GIBEAUT, 1993, COSGROVE, 2001).

A lamela média € uma camada rica em pectina, que compde a interface entre
duas células vegetais adjacentes e € responsavel por manter as células unidas
(COSGROVE, 2005).

A parede primaria geralmente € a camada mais fina e flexivel, formada na fase
de crescimento celular. E composta predominantemente por polissacarideos e em
menores quantidades por glicoproteinas, ésteres fendlicos, compostos minerais e
enzimas. Os principais polissacarideos da parede celular primaria sdo a celulose,
hemicelulose e pectina (COSGROVE, 2005). As fibras de celulose sdo envoltas por
uma matriz constituida por pectina e hemicelulose, como pode ser observado na Figura
1.

Em muitos tipos de células, apds o fim do crescimento celular, camadas
adicionais sado depositadas internamente a parede primaria, originando a parede
secundaria (COSGROVE, 2005). Essas camadas sdo denominadas S1, S2 e S3 e
resultam na formagao de uma estrutura espessa e resistente (CARVALHO et al., 2009).

A parede secundaria € composta principalmente por celulose, xilana (um tipo de
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hemicelulose) e lignina.
A Figura 2 apresenta um desenho esquematico das trés camadas que compdem

a parede celular vegetal em uma célula com crescimento secundario.

Citoplasma 4 / /
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Figura 1 — Estrutura da parede celular vegetal primaria. Adaptada de COSGROVE,
2005.

As pectinas constituem um grupo de polissacarideos estruturais encontrados na
parede celular primaria das células e na lamela média. Sdo extraidos da parede celular
vegetal por tratamentos térmicos, tratamentos com acidos diluidos e pelo uso de
quelantes de calcio. As pectinas incluem os polissacarideos: homogalacturananas,
ramnogalacturonanas | e I, galactanas e arabinanas (COSGROVE, 2005).

A celulose € o polimero natural mais abundante no planeta e na parede celular
vegetal, constituindo cerca de 50% do peso seco em madeiras (QUIROZ-CASTANEDA
& FOLCH-MALLOL, 2011). Seu grau de polimerizacao difere de acordo com sua origem

e pode variar de 2.000 a 25.000 monémeros de glicose unidos por liga¢gdes glicosidicas
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do tipo B(1—4) (LEVY et al.,, 2002, HILDEN & JOHANSSON, 2004). A celulose é
encontrada na natureza na forma de filamentos, chamados de microfibrilas, que contém
de 36 a 1.200 cadeias de celulose, com diametro de 5 a 15 nm (LEVY et al., 2002). A
interacao entre as microfibrilas de celulose ocorre por pontes de hidrogénio e por forcas
de Van der Waals, resultando em uma estrutura cristalina e organizada, intercalada por
regides amorfas (5 a 20%), as quais sdo as mais suscetiveis a hidrélise enzimatica
(RUBIN, 2008, BRETT, 2000, FUJITA et al., 2004).

Figura 2 — Representacao esquematica das camadas da parede celular de uma célula
vegetal com crescimento secundario: LM — Lamela média, P — Parede celular primaria,
S1 — Parede secundaria externa, S2 — Parede secundaria média, S3 — Parede
secundaria interna, L — Lumen. Adaptada de CARVALHO et al., 2009.

A hemicelulose constitui de 25 a 30% do peso seco das madeiras em geral.
Trata-se de um heteropolissacarideo composto principalmente por pentoses (D-xilose e

L-arabinose) e hexoses (D-glucose, D-manose e D-galactose), normalmente acetilados,
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formando cadeias ramificadas, e também por acidos 4-O-metilglucurénico, D-
galacturénico e glucurdnico, condensados por ligacbes do tipo p(1—4) e
ocasionalmente B(1—3). As cadeias laterais, formadas por diferentes agucares tornam
a hemicelulose menos resistente a hidrélise (PEREZ et al., 2002).

A xilana é o tipo de hemicelulose mais abundante. Ela é constituida por unidades
de D-xiloses condensadas por ligagcbes do tipo [B(1—4), podendo apresentar
substituicdes, originando arabinoxilana (no caso de substituicdo por arabinose),
glucuronoxilana e glucuronoarabinoxilana (se substituida por glicose ou glicose-
arabinose, respectivamente). As xilanas podem ainda conter outros tipos de
substituigdes, como: acido glucurdnico, acido 4-O-metil éter glucurdnico, acido acético,
fertlico e p-cumarico (QUIROZ-CASTANEDA & FOLCH-MALLOL, 2011). Outros tipos
de hemicelulose s&o mananas, galactomananas e glucomananas, compostas
principalmente por residuos de manose unidos por ligagédo (1—4), podendo apresentar
ramificacbes de galactose no caso das galactomananas, e ramificagdes de glicose nas
glucomananas (QUIROZ-CASTANEDA & FOLCH-MALLOL, 2011).

O terceiro componente, a lignina, € um dos polimeros mais abundantes na
natureza. Trata-se de uma macromolécula altamente resistente a degradagéo quimica e
biolégica, que promove suporte estrutural para a parede celular, diminuindo a
permeabilidade e proporcionando resisténcia ao ataque de micro-organismos (RUBIN,
2008). Estruturalmente, a lignina se organiza na forma de um heteropolimero reticular,
insoluvel em agua, resultante da polimerizagao de trés tipos de alcoois p-hidréxi-
cinamilicos precursores: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (CARVALHO et al., 2009).
Trata-se do componente da parede celular vegetal que apresenta a maior resisténcia a
degradagdo, o que limita a sua aplicagédo e também o acesso aos polissacarideos
protegidos por ela (QUIROZ-CASTANEDA & FOLCH-MALLOL, 2011). A lignina se
encontra covalentemente ligada a celulose e xilana. Ligagdes cruzadas podem ocorrer
por diversas formas, entre elas: pontes de hidrogénio, ligacdes idnicas com fons Ca?",
ligacbes covalentes do tipo éster e éter e forcas de Van der Waals (LAUREANO-PEREZ
et al., 2005).

A estrutura resultante da interacéo entre a celulose, hemicelulose e lignina pode

ser visualizada na Figura 3.
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Figura 3 — Figura esquematica da arquitetura da parede celular vegetal da biomassa
lignocelulésica. Fonte: RUBIN, 2008.

1.3. Desconstrucao da Parede Celular Vegetal

O conhecimento da maquinaria enzimatica utilizada pelos micro-organismos para
a desconstrucao da biomassa lignocelulésica oferece novas alternativas para o
desenvolvimento de processos que podem ser aplicados em escala industrial para a
degradacdo da biomassa vegetal (RUBIN, 2008). Os micro-organismos

lignoceluloliticos, principalmente fungos e bactérias, sdo capazes de degradar os
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componentes da parede celular vegetal através da secre¢cdo de um conjunto de
enzimas que atuam de forma sinérgica (HIMMEL et al., 2010).

Exemplos de tais micro-organismos sdo as bactérias aerdbicas celuloliticas do
filo Actinobacteria que se desenvolvem em solos, amostras de agua e residuos
agricolas, como bagaco de cana-de-agucar e restos de folhas (DOI, 2008). Bactérias
anaerobicas do filo Firmicutes geralmente encontradas em solo, biomassa em
decomposicdo, rumen de animais e intestino de cupins, expressam um complexo
enzimatico celulolitico, denominado celulossomo (DOI, 2008). Ambientes extremos
também abrigam uma série de micro-organismos capazes de degradar celulose, como
por exemplo, a bactéria Pseudoalteromonas haloplanktis, isolada na Antartida (SONAN
et al., 2007).

Os fungos sao os principais organismos responsaveis pela degradacao de
material lignocelulésico (SANCHEZ, 2009). Até mesmo o0 grupo mais primitivo, os
quitridiomicetos, apresentam representantes que atuam na degradacgio de celulose no
intestino de animais ruminantes (LYND et al., 2002). Em geral, o processo de
degradagdo ocorre extracelularmente de duas formas: pelo sistema enzimatico
composto por hidrolases, que atuam na degradacao de polissacarideos, e pela via
oxidativa, que atua principalmente na degradacdo de lignina (SANCHEZ, 2009). A
espécie Trichoderma reesei e seus mutantes sdo de grande interesse industrial devido
a secrecdo de um potente coquetel celulolitico, que inclui exoglucanases,
endoglucanases e B-glicosidases (LYND et al., 2002). Ja o fungo Phanerochaete
chrysosporium €& o organismo alvo de estudo para a degradagdao de material
lignoceluldsico por secretar um sistema enzimatico complexo que atua eficientemente
na degradacéo de lignina (SANCHEZ, 2009).

1.3.1. Desconstrucdo enzimatica da parede celular

vegetal

O emprego da hidrélise enzimatica para a desconstru¢édo da parede celular
vegetal depende da combinagdo de atividades cataliticas das chamadas hidrolases
glicoliticas (RUBIN, 2008, FARINAS, 2011). A Figura 4 ilustra a agao das principais
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enzimas que atuam no processo de degradagao da celulose e hemicelulose.

As celulases sdo O-glicosideo hidrolases que atuam na quebra das ligacdes
B(1—4) da celulose (QUIROZ-CASTANEDA & FOLCH-MALLOL, 2011). Séao
predominantemente encontradas em fungos e procariotos (HILDEN & JOHANSSON,
2004). Elas sao classificadas de acordo com sua atividade enzimatica em trés grupos
principais: exoglucanases, endoglucanases e (3-glicosidases (GILBERT, 2010).

As endoglucanases clivam as ligagdes internas da celulose principalmente nas
regides amorfas liberando oligossacarideos de varios tamanhos e criam novas
extremidades para o ataque de outras enzimas, como as exoglucanases (ARO et al.,
2005). As exoglucanases, também chamadas de celobiohidrolases, catalisam a
hidrélise da cadeia de celulose em ambas as extremidades, redutora e néo redutora,
resultando na liberacdo de moléculas de celobiose. Geralmente, elas compdem cerca
de 40 a 70% de sistemas enzimaticos celuloliticos e sdo capazes de hidrolisar celulose
cristalina (ARO et al.,, 2005). A quebra da celobiose e celo-oligossacarideos em
mondmeros de glicose requer a atuacao das B-glicosidases (ARO et al., 2005). Quando
atuam em conjunto, as exoglucanases, endoglucanases e B-glicosidases apresentam
um rendimento maior do que a soma dos rendimentos individuais (CASTRO &
PEREIRA Jr., 2010). Trata-se do fendmeno conhecido como sinergia (LYND et al.,
2002).

Ainda em relagao a degradacao da celulose, existem proteinas conhecidas como
expansinas, que ao se ligarem as microfibrilas de celulose, enfraquecem as ligagdes de
hidrogénio entre as cadeias, facilitando assim o acesso das celulases (LEE et al.,
2001).

Apesar da hemicelulose apresentar estrutura complexa, seu mecanismo de
degradagao é bem conhecido. A degradagao completa da xilana, principalmente em
xilose e arabinose, requer a cooperagao de varias enzimas hidroliticas, como as endo-
xilanases, B-xilosidases e proteinas acessoérias (PEREZ et al., 2002). As endo-xilanases
atuam na hidrélise das ligagbes internas da cadeia principal de xilana, liberando
predominantemente xilo-oligossacarideos, que sao posteriormente convertidos em
xilose pela agéo das B-xilosidases (SANCHEZ, 2009).
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As proteinas acessorias estao envolvidas na remocédo das cadeias laterais que
facilitam o acesso das enzimas responsaveis pela hidrolise das ligagcbes internas e
externas da cadeia principal (ARO et al., 2005, DE VRIES & VISSER, 2001). Entre elas
estdo as xilana esterases, feruloil e cumaril esterases, a- arabinofuranosidades, a-4-
metil glucuronidases, entre outras que atuam de forma sinérgica (ARO et al., 2005,
PEREZ et al., 2002). As feruloil esterases sao enzimas que separam a hemicelulose da
lignina, pela quebra da ligagao éster entre o acido ferulico e a hemicelulose (KOSEKI et
al., 2006). Foi observado que a atividade da feruloil esterase de Aspergillus sp. resultou
no aumento da liberacdo de agucares de materiais lignoceluldsicos pela remogao dos
residuos de acido ferulico, promovendo a desestabilizacdo da estrutura da
hemicelulose, tornando-a mais susceptivel a acdo das enzimas hidroliticas (HERMOSO
et al., 2004, RAMIREZ et al., 2008).

A degradacédo da lignina envolve a agao de enzimas oxidativas que liberam
produtos altamente instaveis, que séo utilizados em reagdes de oxidacdo (BOERJAN et
al.,, 2003). As peroxidases se dividem em dois grupos: lignina peroxidases e
peroxidases manganés dependentes, sendo que ambas sdo oxiredutases que
catalisam as oxidacdes dependentes de perdéxido que envolvem compostos fendlicos e
nao fendlicos, essenciais para a degradagao da lignina (PEREZ et al.,, 2002). As
lacases sao polifenol-oxidases com quatro ions de cobre em seu sitio ativo que
catalisam a oxidagao de varios compostos fenodlicos e nao fendlicos. Elas sao capazes
de oxidar a lignina e gerar radicais aromaticos altamente instaveis que favorecem a
despolimerizagao através da quebra das ligagdes éter C4, quebra de anéis aromaticos
e desmetoxilagao (SANCHEZ, 2009).

Em 1991, foi proposto por Henrissat e colaboradores, um sistema de
classificagao das enzimas ativas em carboidratos (CAZymes), organizado em um banco
de dados denominado CAZy Database (disponivel em http://www.cazy.org/Glycoside-
Hydrolases.htmL). A classificacdo foi realizada com base na similaridade das
sequéncias de aminoacidos, enovelamento proteico e mecanismo de catalise das
enzimas (GILBERT, 2010, LEVASSEUR et al., 2013, HENRISSAT & BAIROCH, 1993,
HENRISSAT, 1991). Atualmente o banco de dados do CAZy contempla mais de 300

familias incluindo glicosil hidrolases, glicosil transferases, polissacarideo liases,
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carboidrato esterases e dominios de ligagdo a carboidratos (CBMs) (LEVASSEUR et
al., 2013). Na ultima atualizagdo ocorrida em 2013, foi criada uma nova classe, que
agrupa as proteinas com atividades auxiliares, incluindo as que atuam na degradagao
de lignina (LEVASSEUR et al., 2013).

O glucose 'endog!ucanase
CCreellobiose ﬂcel!ubénhydrﬂlase [:';3 swollenin
8 sophorase vﬂ—glumsﬂase W * B-glucosidase

(b) - D-xylose
C L-arabinose

{ 4-0-methyl-D-
glucuronic acid

Ferulic acid
< D-galactoss
T Acetyl group
SYMBOL EMNZYME EC- LINKAGE HYDROLYSED
NUMBER
Il Enda-1,4-f-xylanass 32.1.8 f-1.4
I f-D-xylosidasa 32137 B-1.4
a-L-arabinoturanosidase | 3.2.1.55 o=l-1,2; e-L=1,3 and a-L-1.5
= Arabinoxylan arabino-
furanchydrolases
= o-D-glucuronidase 3.2.1 1,2
= feruloyl esterase 321 ester band
- o-0-galactosidass 3z122 1,6
o aselylxylan eslerase 3.1.1.6 ecter band

Figura 4 — (a) Esquema da hidrélise da celulose pelo sistema celulolitico composto por
endoglucanases, celobiohidrolases, B-glicosidases e pela proteina acessoria expansina
(b) Esquema da hidrdlise de arabinoxilana por hemicelulases e proteinas acessoérias.
Fonte: ARO et al, 2005.
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1.3.2. Dominios de ligagao a carboidratos

A natureza insoluvel de muitos polissacarideos que compdem a parede celular
vegetal representa um desafio para a atividade das enzimas que atuam na degradagao
da biomassa (LYND et al., 2002). Varias enzimas ativas em carboidratos apresentam-se
estruturalmente divididas em mddulos, denominados de dominios cataliticos e dominios
de ligacdo a carboidratos (CBM) (FREELOVE et al.,, 2001, BLACK et al., 1996),
geralmente unidos por um linker flexivel (GILBERT, 2010), como ilustrado na Figura 5.

A funcdo mais comumente aceita para o CBM é a de ligacdo aos
polissacarideos, promovendo a aproximacdo do dominio catalitico ao substrato,
facilitando sua degradacdo. Uma fungdo secundaria do CBM esta relacionada a
movimentagcdo da enzima ao longo do substrato, de forma que a hidrdlise se processe
de forma continua (GUILLEN et al., 2010). Exemplos de polissacarideos reconhecidos
pelos CBMs sao: celulose, quitina, B-glucanos, amido, glicogénio, inulina e pululana.
Alguns CBMs sao especificos para um tipo de ligante, enquanto outros reconhecem
uma gama de diferentes substratos (BORASTON et al., 2004).

Existem muitos relatos na literatura que descrevem a excisao proteolitica dos
CBMs resultando em significante perda da atividade enzimatica nos substratos
insoluveis (BORASTON et al.,, 2004), porém a atividade nos substratos soluveis
normalmente nao sofre alteragdo (GUILLEN et al., 2010).

O elemento conformacional mais importante na estrutura secundaria dos CBMs é
a folha-B (GUILLEN et al., 2010), sendo o B-sanduiche o tipo de enovelamento mais
comum (BORASTON et al., 2004).

A topologia dos sitios de ligagdo dos CBMs esta relacionada aos tipos de
ligantes que o CBM reconhece e é utilizada como critério de classificagdo em trés
diferentes tipos (BORASTON et al., 2004). O tipo A apresenta superficie hidrofébica e
plana composta por residuos de aminoacidos aromaticos, sendo capaz de interagir com
a superficie plana de polissacarideos cristalinos, como celulose e quitina. Por outro
lado, os CBMs do tipo B apresentam uma espécie de fenda na qual os aminoacidos
aromaticos interagem com cadeias livres e unicas de polissacarideos. Estes tipos de

CBMs reconhecem 3-1,3-glucanos, 3-1,3-1,4-glucanos, -1,4-mananas, glucomananas
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e galactomananas. O terceiro tipo € o C, que se liga apenas aos mono-, di- ou tri-
sacarideos devido ao impedimento estérico que ocorre no sitio de ligacdo (BORASTON
et al., 2004).

Os residuos de aminoacidos envolvidos nos sitios de ligacao podem ser
identificados através de estudos de ressonancia nuclear magnética (RMN), mutagénese
sitio dirigida e dados estruturais (GUILLEN et al., 2010). Em geral, os aminoacidos
aromaticos, principalmente o triptofano e a tirosina, sao os responsaveis pela interacao.
Estes residuos de aminoacidos interagem com os anéis das estruturas dos agucares
através de forcas de Van der Waals que estabilizam o complexo. A estabilizacao
também ocorre por pontes de hidrogénio formadas entre as cadeias laterais dos
residuos de aminoacidos e dos acucares. Muitos estudos sugerem que a orientagao
dos residuos aromaticos € determinante para as diferentes especificidades
apresentadas pelos CBMs (GUILLEN et al., 2010).

Linker A A
Carbohydrate- . Cltalyt.lc
binding Module W Domain

9299959999 999999999

Figura 5 - Esquema da divisdo de uma celulase que possui em sua estrutura um
dominio catalitico e um dominio de ligacdo a carboidratos, unidos por um peptideo
flexivel, chamado de linker. Fonte: ARANTES & SADDLER, 2010.

A termodinamica da interacdo do CBM com diferentes ligantes pode ser avaliada
através da técnica de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) (LAMMERTS VAN
BUEREN & BORASTON, 2004), a qual permite medir a variacao de entalpia (AH) que
ocorre durante a ligacdo entre duas moléculas a temperatura constante (LADBURY &
DOYLE, 2004).
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O ponto inicial para tais estudos termodinamicos é a determinagao experimental
da constante de associacdo (K,), que corresponde ao inverso da constante de
dissociagao (Kp). A partir do valor de K, a variagdo da energia livre de (AG) pode ser
calculada através da equacao 1.1 (LADBURY & DOYLE, 2004):

AG =-RTInK,

Equacao 1.1 - Equacéo para o calculo de AG a partir do valor de K,

Onde T corresponde a temperatura absoluta em Kelvin e R é a constante
universal dos gases.

Através do valor de AH e AG ¢é possivel calcular a variagdo de entropia (AS)
usando a equacgéao 1.2 (LADBURY & DOYLE, 2004):

AS = (AH - AG)/T
Equacao 1.2 - Equacéao para o calculo da variacdo de AS a partir dos valores de
AH e AG.

Valores negativos de AG demonstram que a reagdo em questao ocorre de forma
espontanea. Os valores de AH expressam a medida do conteudo enérgico das ligagoes
que sado quebradas e formadas durante a interagdo, principalmente as ligagbes de
hidrogénio. Valores negativos de AH indicam que a variagao de entalpia foi favoravel a
interacao entre as moléculas avaliadas. Em relagcdo a entropia, valores positivos de AS
indicam se tratar de reacgbes entropicamente dirigidas e a principal contribuicado neste
caso € dada pelas interagdes hidrofébicas (LADBURY & DOYLE, 2004).

De forma semelhante as glicosil hidrolases, os CBMs sao classificados em
familias com base na similaridade de sequéncias de aminoacidos (BORASTON et al.,
2004). Em julho de 2009, o banco de dados do CAZy era constituido 55 familias de
CBMs (GUILLEN et al., 2010), porém atualmente este numero subiu para 67.

Um fator importante para constante inclusdo de novas familias ao banco de
dados do CAZy é a quantidade de informagédo gerada pelos trabalhos de genémica e

metagendmica, principalmente através do emprego de tecnologias de sequenciamento
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de segunda e terceira geragao (YOOSEPH et al., 2007, FREELOVE et al., 2001).

A descoberta de novas familias contribui significativamente para o entendimento
das estratégias através das quais os CBMs reconhecem e se ligam aos substratos
(GUILLEN et al., 2010). Tais informagdes podem ser utilizadas para o desenvolvimento
de tecnologias que explorem os mecanismos de reconhecimento de carboidratos
(BORASTON et al., 2004, GUILLEN et al., 2010). Atualmente existem varias patentes
depositadas por empresas de grande porte descrevendo o uso de CBMs em processos
de conversao da biomassa vegetal, em industrias alimenticias, como forma de retardar
o0 endurecimento de massas e também em industrias téxteis, pelo fato da ligagado dos
CBMs as fibras dos tecidos resultar no aumento da resisténcia desses materiais
(CHRISTENSEN & SCHNORR, 2007).

1.4. Metagenomica

Uma das primeiras indicagdes de que os micro-organismos cultivados nao
representavam uma parcela significativa do universo microbiano foi em decorréncia da
chamada “grande anomalia em contagem de placas”. Neste caso, era verificada uma
discrepancia muito grande entre o tamanho das populagdes microbianas estimadas por
contagem microscopica direta de células e a obtida por contagem em placas de cultivo
(STALEY & KONOPKA, 1985).

Estima-se que o numero total de células procariéticas no planeta Terra seja de 4
a 6x10°° (WHITMAN et al., 1998) e que desse total cerca de 95 a 99,9% ndo sejam
passiveis de cultivo em condi¢cées de laboratério (COWAN et al., 2005). Os micro-
organismos nao cultivados sdo essenciais em inUmeros processos que ocorrem na
natureza e representam uma fonte ilimitada de aplicagdes biotecnoldgicas
(RIESENFELD et al., 2004).

Como forma de superar as dificuldades no cultivo dos organismos que compdem
a microbiota de diversos ambientes naturais, métodos moleculares indiretos baseados
no isolamento e analise dos acidos nucleicos foram desenvolvidos (HANDELSMAN,
2004). O estudo dos 4&acidos nucleicos recuperados diretamente das amostras
ambientais € denominado de metagendmica. A colegdo de material genético isolada de

um determinado ambiente é denominada de metagenoma (DANIEL, 2005).
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A clonagem de DNA metagendmico foi descrita pela primeira vez em 1985 por
Pace et al. Neste trabalho foi descrita a constru¢édo de uma biblioteca metagenémica
em vetor do tipo fago com DNA extraido de uma comunidade microbiana derivada de
amostra de grama seca enriquecida em laboratério (PACE et al., 1985). O trabalhou
que consolidou este campo de pesquisa foi desenvolvido pelo grupo do pesquisador
DelLong, no qual foi reportada a identificacdo de um clone contendo um gene de RNAr
16S relacionado a um organismo classificado no dominio Archaea nunca antes
cultivado (STEIN et al., 1996).

Desde entdo, a metagendmica tem sido utilizada com sucesso na avaliagéo de
genes especificos em amostras ambientais, determinagcdo de vias metabdlicas
complexas, descricdo do metabolismo de bactérias desconhecidas bem como estudos
de comunidades microbianas (ENTCHEVA et al., 2001, KNIETSCH et al., 2003).

A diversidade biolégica € comumente avaliada com base nos genes RNAr 16S
(SCHMEISSER et al., 2007), que permitem a identificacdo e inser¢cdo de organismos
em um contexto evolutivo. Esta pratica é possivel devido a existéncia de sequéncias
conservadas que podem ser amplificadas através de reagdes de PCR com
oligonucleotideos iniciadores universais (STEIN et al., 1996). Em seguida, os produtos
de PCR sdo clonados em vetores e submetidos ao sequenciamento. A analise
filogenética dos dados gerados é feita por comparagdo com bancos de dados
especializados em sequéncias de RNAr 16S, como o Ribosomal Dabatase Project
(RDP- http://rdp.cme.msu.edu/), European Ribosomal Database
(http://www.psb.ugent.be/rRNA/) e Silva Database (http://www.arb-silva.de/).

Desde o fim dos anos 90, abordagens metagendmicas tém sido empregadas por
empresas, como BASF (www.corporate.basf.com), B.R.A.LN (www.brain-biotech.de),
Invitrogen (www.invitrogen.com), Genencor (www.genencor.com), na busca por novas

enzimas e compostos ativos (COWAN et al., 2005).

1.4.1. Metagendémica de solo

Acredita-se que as comunidades microbianas encontradas no solo sejam as mais

desafiadoras em relagao ao tamanho e diversidade genética. Estima-se que um grama
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de solo contenha 10° células procariéticas e cerca de 2.000 a 8.000 genomas (DANIEL,
2005). Um dos motivos para tal diversidade esta relacionado a heterogeneidade
espacial, natureza multifasica, além das propriedades quimicas e bioldégicas do solo
(DANIEL, 2005). A versatilidade dos micro-organismos que habitam esses ambientes é
de grande interesse industrial, e tem sido a principal fonte de produtos naturais
(OSBURNE et al., 2000).

Muitos trabalhos descrevem protocolos para a extragcdo de DNA metagendmico
do solo (HOLBEN et al., 1988, STEFFAN et al., 1988, JACOBSEN & RASMUSSEN,
1992). O maior desafio no processo de extragdo € a remogao de compostos que se
ligam as moléculas de DNA, como por exemplo, acidos humicos, que podem interferir
nas etapas posteriores de fragmentagdo, clonagem e até mesmo em analises que
envolvam reagdes de PCR para a amplificacdo de sequéncias especificas (DANIEL,
2005). Colunas Sephadex G-200 constituem uma das maneiras mais efetivas para a
eliminacdo dos contaminantes. A técnica de eletroforese de campo pulsado (PFGE,
Pulse Field Gel Electrophoresis), utilizando gel de agarose bi-fasico, com uma das fases
composta por polivinilpirolidona (PVP), também é utilizada para a remog¢ao de acidos
humicos (QUAISER et al., 2002).

Novas enzimas foram identificadas através do emprego da triagem funcional de
bibliotecas metagendmicas construidas a partir de DNA extraido de amostras de solo
(GUPTA et al., 2002, HENNE et al., 2000, RICHARDSON et al., 2002, VOGET et al.,
2006, HU et al., 2008). Outros trabalhos descrevem a aplicagdo bem sucedida da
metagendmica no entendimento da composicao filogenética e diversidade funcional de
amostras de solo de diferentes ambientes (ANDREOTE et al., 2012, FIERER et al.,
2012, Ll et al., 2013).

1.4.2. Prospeccgao de novos genes em metagenomas

Pelo fato de muitas vezes os genes de interesse representarem uma fragao
reduzida no conteudo total de material genético, técnicas de pré-enriquecimento da
amostra sdo comumente utilizadas (COWAN et al.,, 2005). O numero de genes
identificados aumenta significativamente através da aplicagdo de técnicas como:

marcagao com 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), hibridizagdo subtrativa supressiva
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(SSH), phage display, captura por afinidade e exposi¢ao da comunidade microbiana a
pressao seletiva, que pode ser realizada pela adicdo de substratos especificos a serem
metabolizados ou ainda exposicdo a determinadas condicbes fisicas, quimicas e
nutricionais (COWAN et al., 2005, LI et al., 2009).

Exemplos das vantagens da realizagdo da etapa de enriquecimento sao
descritos na literatura (GABOR et al., 2004, VOGET et al., 2003, SEBAT et al., 2003,
REES et al., 2003). O trabalho conduzido por Voget em 2003 justificou em fung¢ao da
etapa de enriquecimento, a elevada frequéncia de clones celuloliticos identificados na
triagem funcional de uma biblioteca metagendmica de DNA de solo. O trabalho de Rees
em 2003 demonstrou que o cultivo de amostras de agua em meio minimo adicionado
de CMC e dleo de oliva, separadamente, resultou no aumento da frequéncia genes de
celulases e esterases, respectivamente, em comparacdo com as amostras que nao
foram submetidas ao enriquecimento com tais substratos (REES et al., 2003).

Duas estratégias complementares sao utilizadas para a prospec¢ao de novos
genes em metagenomas, a baseada na triagem funcional de bibliotecas
metagendmicas e a baseada em homologia de sequéncia nucleotidica (LI et al., 2009).
Em ambos os casos, ha a necessidade de obtencdo de amostras de DNA
metagenémico de alto peso molecular, livre de contaminantes e que sejam
representativas das comunidades microbianas (DANIEL, 2005). O procedimento de
extracdo pode ser feito de forma direta, quando as células sao lisadas na amostra, ou
indireta, no qual as células sao removidas e posteriormente lisadas. A comparagao
destas duas técnicas mostrou nao existir diferenca no espectro de diversidade obtido
(COURTOIS et al., 2003). Normalmente, maiores quantidades de DNA com menor grau
de pureza sao obtidas utilizando-se o método de lise direta (TRINGE & RUBIN, 2005).

A prospeccao de genes através da triagem funcional envolve primeiramente a
construcdo de bibliotecas através da clonagem direta do DNA metagenémico, que
envolve os mesmos procedimentos de clonagem de DNA gendémico: fragmentagcédo do
DNA através de digestdo com enzimas de restricdo ou por quebra mecanica e ligagao
dos fragmentos em vetor de clonagem seguida por transformagdo em hospedeiros
apropriados (KNIETSCH et al., 2003, DANIEL, 2005).

Em relacdo ao tamanho do inserto utilizado, as bibliotecas podem ser

22



classificadas como de pequeno inserto (menor que 15 kb), nas quais sao utilizados
vetores do tipo plasmideo, ou de grande inserto (acima de 40 kb), em que se
empregam vetores do tipo cosmideos, fosmideos ou BACs (cromossomos artificiais de
bactérias). Bibliotecas de pequeno inserto sdo adequadas para o isolamento de genes
ou operons relacionados a novas fungdes metabdlicas. Para a prospeccao de clusters
génicos ou grandes fragmentos de DNA, recomenda-se o0 uso de bibliotecas de grandes
insertos (DANIEL, 2005).

No caso da triagem funcional, a deteccdo de novos genes se baseia na
identificacdo de clones que expressam atividades enzimaticas relacionadas aos genes
de interesse (LI et al., 2009). As vantagens deste tipo de abordagem s&o a identificagao
de genes fracamente ou totalmente dissociados de outros conhecidos, analise
simultanea de milhares de clones e possibilidade de localizagdo de genes inteiros e
funcionais (DANIEL, 2005). Por outro lado, existe a desvantagem em relagdo a
dependéncia da expressao dos genes pelo organismo hospedeiro que podem tanto ndo
serem expressos como inativados (DANIEL, 2005). O principal hospedeiro utilizado é a
bactéria Escherichia coli, porém muitos genes apresentam requerimentos para
expressao que nao sao disponibilizados pela E.coli, podendo se utilizar Pseudomonas
putida e Streptomyces lividans como hospedeiros alternativos (DANIEL, 2005).

A PCR e a hibridizacao utilizando sondas alvo-especificas sao as técnicas mais
empregadas na abordagem dirigida por homologia de sequéncia nucleotidica
(COURTOIS et al., 2003, KNIETSCH et al., 2003). Ambas as abordagens requerem o
uso de sondas e oligonucleotideos iniciadores apropriados que derivam de regides
conservadas de genes conhecidos. Alternativamente, através de ferramentas de
bioinformatica, os genes podem ser identificados em banco de dados criados a partir
das informagdes provenientes do sequenciamento em larga escala de metagenomas (LI
et al., 2009). O sequenciamento em larga escala aliado ao uso de ferramentas de
bioinformatica € uma ferramenta amplamente utilizada para acessar a informagao
genética contida no genoma dos micro-organismos nao cultivados (DANIEL, 2005,
SIMON & DANIEL, 2011, VENTER et al., 2004). As plataformas de sequenciamento
mais utilizadas em estudos de metagendmica sdao 454 FLX da Roche, Solexa da
lllumina e SOLID da Applied Biosystems (YU & ZHANG, 2012, SMITH et al., 2012,
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ZHOU et al., 2010).

A abordagem baseada em homologia de sequéncia nucleotidica apresenta como
principal desvantagem o fato de estar relacionada a descoberta de genes homélogos a
outros ja conhecidos. Porém, diferentemente das estratégias baseadas na triagem
funcional, permite o resgate de genes sem depender de sistemas de expressédo de

células hospedeiras e da integralidade da sequéncia alvo (LI et al., 2009).

1.4.2.1. Prospeccao de glicosil hidrolases

Um dos principais trabalhos que descreve a identificagao de genes que codificam
glicosil hidrolases por abordagem dirigida por homologia de sequéncia nucleotidica foi
publicado em 2011 por Hess e colaboradores. Neste trabalho, através da tecnologia
lllumina Hi-seq foram sequenciados e analisados 268 Gb da amostra de DNA
metagendmico extraida da comunidade microbiana aderida as fibras vegetais presentes
no rumen bovino. Foram identificados 27.755 provaveis genes que codificavam enzimas
ativas em carboidratos, sendo que 43% deles apresentaram identidade menor que 50%
com genes conhecidos, distribuidos em 21 familias de glicosil hidrolases distintas.
Desse total de genes, noventa foram expressos e aproximadamente a metade foi
confirmada em relagao a atividade enzimatica (HESS et al., 2011).

A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de trabalhos que identificaram novos
genes de glicosil hidrolases através de abordagens dirigidas por homologia de
sequéncia nucleotidica.

A abordagem dirigida por triagem funcional foi empregada com sucesso em
diversos trabalhos para a identificagcdo de novas glicosil hidrolases (Tabela 2). Em
2006, Voget e colaboradores descreveram o isolamento de uma celulase no
metagenoma extraido de um consoércio microbiano derivado de solo. A enzima
apresentou caracteristicas interessantes em relagao a estabilidade térmica, tolerancia a
elevadas concentragdes salinas e atividade em ampla faixa de pH (VOGET et al.,
2006). Outro exemplo € a xilanase recuperada do metagenoma de solo de
compostagem, que apresentou potencial aplicacdo na industria de papel e celulose, em
virtude da alta atividade catalitica em condicdes de temperatura elevada e pH alcalino
(VERMA et al., 2013).
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Tabela 1 — Exemplos de trabalhos que utilizaram abordagens dirigidas por homologia
de sequéncia nucleotidica para identificagcdo de novos genes que codificam glicosil

hidrolases.

Genes preditos com

Metagenoma de origem/ Numero de megabases Numero de identidade para glicosil
Referéncia sequenciadas genes preditos hidrolases
Intestino humano/
(GILL et al., 2006) 36,3 46.503 705
Amostra de agua do mar/
(KUNIN et al., 2008b) 84,3 135.922 786
Amostra de agua enriquecida com
formaldeido/ 57,6 89.729 397
(KALYUZHNAYA et al., 2008)
Intestino de rato/
(TURNBAUGH et al., 2006) 6,5 8.510 119
Intestino de cupim/
(WARNECKE et al., 2007) 62 83.225 1.267
Ruamen bovino/
(HESS et al., 2011) 268.000 2.547.270 27.755
Consorcio microbiano termofilico/
(XIA et al., 2013) 1.200 31.499 253

Tabela 2 — Exemplos de trabalhos que utilizaram as abordagens dirigidas por triagem
funcional para identificagdo de novos genes que codificam glicosil hidrolases.

Metagenoma de origem/ Enzima alvo Vetor Tamanho NuUmero de clones positivos
Referéncia utilizado do inserto identificados / numero de
(kb) clones avaliados
Solo/
(VOGET et al., 2003) Agarase Cosmideo 25-40 1127
Solo/
(VOGET et al., 2003) Amilase Cosmideo 25-40 1/1.523
Amostra de agua/
(REES et al., 2003) Celulase Lambda 2-10 1/28.500
Amostra de agua
(COTTRELL et al., 1999) Quitinase Lambda 1.8-4.2 1/37.500
Intestino de inseto/
(BRENNAN et al., 2004) Xilanase Lambda 3-6 1/250.000
Solo/
(VOGET et al., 2003) Pectato liase Cosmideo 25-40 1/762
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral desta tese de doutorado foi o desenvolvimento de estratégias
metagendmicas para a identificagdo de novas enzimas que atuam na desconstrugao da
parede celular vegetal, bem como a caracterizagao funcional das mesmas com énfase
na aplicagdo em processos de conversao da biomassa vegetal para geragdo de

bioprodutos.

2.2 Objetivos Especificos

* Desenvolvimento de metodologias para a prospecgao de novos genes
que codificam enzimas ativas em carboidratos que compdem a parede
celular vegetal através de abordagens metagenOmicas dirigidas por

homologia de sequéncia nucleotidica e triagem funcional;
* Clonagem, expressao e purificagdo das enzimas identificadas visando a

caracterizagcao bioquimica e determinacdo do potencial de aplicagao das

enzimas em processos de conversao da biomassa vegetal.
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CAPITULO 3 — DESENVOLVIMENTO DE ESTRATEGIAS PARA A
IDENTIFICAGAO DE NOVAS ENZIMAS ATIVAS NA DEGRADAGAO DA
PAREDE CELULAR VEGETAL

3.1. Introducao

Um dos objetivos principais do emprego da metagendmica € a prospec¢ao de
novos genes e produtos génicos nos genomas de micro-organismos nao cultivados
(FERRER et al., 2009, DANIEL, 2005). Para atingir tal objetivo, estratégias baseadas
em similaridade de sequéncias de nucleotideos e na triagem funcional de bibliotecas
metagendmicas sdo empregadas de forma complementar (SIMON & DANIEL, 2011).

Com base nisso, neste capitulo sdo descritas as metodologias, bem como os
resultados e discussdes acerca das estratégias metagendmicas desenvolvidas neste

trabalho.

3.2. Objetivos do Capitulo

As atividades descritas neste capitulo tiveram como objetivo o desenvolvimento
de estratégias metagendmicas para a identificagdo de novas enzimas que atuam na

degradacgao da biomassa vegetal no metagenoma de solo de canavial.

3.3. Materiais e Métodos
3.3.1. Construcgao das bibliotecas metagenémicas

3.3.1.1. Coleta das amostras de solo

As coletas de amostras de solo foram realizadas em canaviais localizados nos
municipios de Séo Carlos (GPS: S220477982
O 48635299, altitude 600 m) e Paulinia (GPS: 22°28°35.03""; -47°6°17.68""; altitude

700m), ambos no Estado de S&o Paulo, Brasil.
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As amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de aproximadamente
dois centimetros e armazenadas em tubos estéreis do tipo Falcon. No laboratodrio, as

amostras foram liofilizadas, pulverizadas e estocadas em ultrafreezer a - 80°C.

3.3.1.2. Consércio microbiano especializado na

degradacao de bagago de cana-de-agucar

O procedimento para o desenvolvimento do consércio microbiano especializado
na degradagao de bagaco de cana-de-agucar foi baseado no trabalho de Paixao et al.,
2010. Em linhas gerais, aproximadamente um grama da amostra de solo foi usado
como in6éculo em um frasco tipo Erlemeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio
mineral Bushnell-Haas (BUSHNELL & HAAS, 1941) adicionado de 5,0 g/L de bagaco
de cana-de-agucar previamente submetido ao tratamento de explosdo a vapor e
deslignificagcdo (composicao: 76,0% de celulose, 9,1% de hemicelulose, 14,8% de
lignina e 1,9% de cinzas), gentiimente cedido pelo professor Dr. George Jackson
(CTBE). O frasco contendo o consércio microbiano foi mantido a 30°C sob agitacéo de
150 rpm.

Semanalmente o repique era realizado pela transferéncia de 1 mL do consorcio
para um novo frasco contendo meio de cultura fresco. Na 15% semana de cultivo, o
conteudo do frasco foi deixado em repouso por cerca de duas horas. Em seguida o
sobrenadante foi removido e centrifugado por 30 minutos a 5.000 rpm. O pellet obtido

foi utilizado para extragdo do DNA metagenémico.

3.3.1.3. Extracao do DNA metagendémico

O método empregado para a extragdo de DNA metagendmico das amostras foi o
de lise direta através do FastDNA® SPIN Kit for soil (MP - Biomedicals) e do
homogeneizador FastPrep® Instrument (MP - Biomedicals), de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante (Disponivel em: http://www.bio101.com/protocols/dna-
kits/p-fastdna-soil.htmL).

As amostras de DNA metagenémico extraidas foram denominadas:

- MSC - Metagenoma extraido do solo de canavial de Sao Carlos;
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- MSP - Metagenoma extraido do solo de canavial de Paulinia;

- MCB - Metagenoma extraido do consoércio microbiano degradador de bagago
de cana — de — acucar.

Os produtos das extragdes foram avaliados por eletroforese em gel de agarose
1,0% (m/v) em tampéao TAE 1,0 X (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1mM, pH 8,3) a 90 V por
1 hora, utilizando como padrdao de peso molecular o marcador 1 kb plus DNA Ladder
(Invitrogen). As bandas foram visualizadas em transiluminador de luz UV, apés
tratamento com brometo de etideo 0,25 pg/mL por 15 minutos. As imagens foram

capturadas através do fotodocumentador Gel Logic 6000Pro da marca Carestream.

3.3.1.4. Quantificagdo de DNA

Os acidos nucleicos foram quantificados através do método espectrofotométrico
por medidas de absorbancia a 260 nm realizadas no espectrofotdbmetro NanoDrop
modelo 2000c (Thermo Scientific).

3.3.1.5. Digestao do DNA metagendémico

A enzima de restricao empregada no processo de digestao do DNA
metagendmico foi a Sau3Al, que por reconhecer um sitio de restricdo de apenas quatro
nucleotideos (GATC) cliva uma sequéncia nucleotidica em média a cada 256 pares de
base (ROHWER et al., 2001). Controlando-se o tempo de digestdo, é possivel a
fragmentacado do DNA dentro de uma faixa de tamanho de interesse e com ambas as
extremidades possuindo sequéncias conhecidas.

Inicialmente foi necessaria a determinagao do tempo de digestao suficiente para
a obtencdo de fragmentos na faixa de tamanho de 2 a 5 kb. As reagdes foram
realizadas em microtubos e eram compostas por. 3 yL de DNA metagendmico
(concentragao aproximada de 200 ng/pL), 1 pL tampdo 10 X (NEBuffer 1, New England
Biolabs ®), 0,01 U da enzima Sau3Al (NewEngland Biolabs ®), 0,1 yL de BSA 100 X e
agua ultrapura estéril até o volume final de 10 uL. As reagdes foram incubadas a 37°C e
em intervalos de tempos regulares os microtubos eram retirados e submetidos a

inativacado a 65°C por 20 minutos.
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Os produtos das digestdes foram avaliados por eletroforese em gel de agarose
1,0% em tampao TAE 1,0 X, a 90 V por 1 hora, utilizando como padrdao de peso
molecular o marcador 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As bandas foram visualizadas
em transiluminador de luz UV, apés tratamento com brometo de etideo 0,25 pg/mL por
15 minutos. As imagens foram capturadas através do fotodocumentador Gel Logic
6000Pro da marca Carestream.

Tendo-se determinado a condigdo ideal de digestdo para obtengdo de
fragmentos na faixa de tamanho de interesse, a escala da reagao foi ampliada

mantendo as mesmas proporcdes da reacao descrita acima.

3.3.1.6. Purificagdo do DNA metagendémico

digerido

A técnica de visualizagdo de DNA em gel de agarose que envolve o0 uso do
brometo de etideo e exposicdo a luz ultravioleta pode causar danos a estrutura da
molécula de DNA. Desta maneira, para o isolamento dos fragmentos de DNA
metagendmico resultantes da digestdo enzimatica foi empregado um artificio que nao
envolveu o uso de nenhum dos dois elementos citados acima.

Primeiramente o marcador de peso molecular Ladder 1 kb Plus (Invitrogen) foi
aplicado em ambas as extremidades do gel e a amostra de DNA digerido foi aplicada
na canaleta central. Apds a eletroforese, as extremidades do gel foram cortadas,
submetidas a coloragdo com brometo de etideo e visualizadas através de
transiluminador com luz UV. As extremidades foram utilizadas como molde para o corte
da regido correspondente a amostra de DNA digerido na canaleta central. Em seguida o
DNA foi purificado através do kit GFX™ PCR DNA and gel band purification da GE

Healthcare.

3.3.1.7. Preparo do vetor pUC19

O vetor utilizado foi o plasmideo pUC19 (Fermentas - Thermo Scientific, USA)
(Figura 6). Ele foi adquirido na forma linearizada (por agdo da enzima de restricao

BamHlI) e desfosforilada.
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A clonagem dos fragmentos foi possivel, pois as extremidades do vetor pUC19
resultantes da clivagem enzimatica com BamHI| sao compativeis com as extremidades

geradas pela fragmentacdo do DNA metagendédmico com Sau3Al.

Eco01091 2674 Pfol 45 BstAPl 179

Aatll 2617 ' /Ndel 183
Sspl 2501 |

Pdml 2294

Begl 2215\\
Scal 2177,

Eco31l 1766

Eam11051 1694 BseYl 1110

Y
\Cail 1217

Figura 6 - Mapa do vetor pUC18/19.

3.3.1.8. Reacao de ligagao

Esta etapa consistiu na ligacéo dos insertos de DNA metagendémico digeridos ao
vetor pUC19. Considerando-se um volume final de reacédo de 15 uL e razao molar de
inserto: vetor de 3:1 (equacao 2), foram adicionados 2 U da enzima T4-DNA ligase
(Promega), 1,5 pL do vetor linearizado (concentracado de aproximadamente 15 ng/pL), 5
ML do DNA metagendédmico digerido e purificado (concentracao de aproximadamente 18
ng/uL), 1,5 yL do tampao 10 X (Promega) e agua ultrapura estéril para completar o

volume final. A reagéo foi incubada a 8°C por 16 horas.

ng de vetor x tamanho do inserto (kb)

X razdo molar inserto: vetor = ng de inserto

tamanho do vetor (kb)

Equacdo 2 — Calculo da quantidade de inserto necessaria para a reacao de
ligacao.
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3.3.1.9. Preparo de células eletrocompetentes

A linhagem de E.coli SURE® (Agilent Technologies - Stratagene Products) foi
crescida em 300 mL de meio TY (20 g/L triptona, 5 g/L extrato de levedura) até atingir
valores de absorbancia a 600 nm entre 0,4 e 0,5. Em seguida o volume do frasco foi
dividido em seis tubos tipo Falcon de 50 mL, centrifugados a 5.000 x g, por 5 minutos a
4°C. Os pellets referentes as células precipitadas foram lavados trés vezes com agua
ultrapura estéril gelada e por duas vezes com glicerol 10%. Na ultima lavagem com
glicerol, uma parte do sobrenadante foi descartado conservando-se um volume de
aproximadamente 1 mL dentro do tubo para que as células fossem solubilizadas. As

células foram armazenadas no gelo até o momento de sua utilizagao.

3.3.1.10. Transformacao bacteriana por

eletroporacao

A técnica de transformacéao por eletroporacéo consiste em submeter as células a
um campo elétrico de intensidade controlada, durante um curto periodo de tempo. Na
reacdo foram utilizados 50 uL de células eletrocompetentes e 1,0 yL do produto da
reacao de ligacdo. A mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacéo de 0,2
cm (BioRad) previamente resfriada a -20°C. As amostras foram submetidas ao choque
elétrico de 2,5 kV durante aproximadamente 5 milissegundos no eletroporador
Eppendorf Multiporator®. Em seguida, 1 mL de meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de
levedura 5 g/L, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl,; 20 mM e glicose 20 mM) foi adicionado
as cubetas e o conteudo de cada uma delas foi transferido para novos tubos, que foram
incubados a 37°C por cerca de uma hora sob agitacédo de 200 rpm.

Ap6s o periodo de incubacgado, as culturas bacterianas transformadas foram
plaqueadas em placa de Petri, contendo meio LB sdlido com 100 ug/mL ampicilina
(LB+Amp) e 80 ug/mL X-gal (substrato da enzima R-galactosidase). Em seguida, as

placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.
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3.3.1.11 Maxipreparacgao dos plasmideos

recombinantes

No caso do MSP, optou-se por armazenar os clones obtidos apds a
transformacao na forma de uma mistura de plasmideos recombinantes.

Para avaliacdo da qualidade dos clones obtidos, cerca de 50 pyL de células
transformadas foram plaqueadas em meio contendo LB + Amp + X-gal. O restante da
transformacao foi inoculado em frasco tipo Erlenmeyer de 1 L contendo 250 mL de meio
liquido LB+Amp e incubado a 37°C sob agitacdo de 200 rpm por 16 horas.

Transcorrido esse periodo, a cultura bacteriana foi submetida a maxipreparacéao
para a extracdo dos plasmideos, através do kit comercial Wizard Plus Maxipreps DNA

Purification System (Promega).

3.3.1.12 Analise do tamanho médio dos insertos

Ap6s o crescimento das colbnias nas placas, foi verificada a presenca de
colénias brancas e azuis. A confirmagdo da clonagem de diferentes insertos foi
realizada através da selecdo de colbnias brancas aleatérias, que foram coletadas com
auxilio de palitos de madeira estéreis, inoculadas em meio liquido LB+Amp e incubadas
por aproximadamente 16 horas a 37°C, 200 rpm de agitagao.

As culturas bacterianas crescidas foram submetidas a miniprep através do kit
comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).

Os plasmideos extraidos pela miniprep foram digeridos com as enzimas de
restricdo EcoRI e Hindlll, que flanqueiam o sitio BamHI utilizado na clonagem, tornando
possivel a liberagdo completa do inserto clonado. Nas reagdes foram adicionados 3 pL
de DNA (na concentragdo média de 55 ng/uL), 2 pyL tampao 10 X (NEBuffer 2, New
England Biolabs®), 10 U enzima Hindlll, 6 U da enzima EcoRI (ambas da New England
Biolabs®) e 16 uL de agua ultrapura estéril. A reagao foi incubada a 37°C por 1 hora e
30 minutos.

Os produtos das digestdes enzimaticas foram avaliados por eletroforese em gel

de agarose 1,0% em tampao TAE 1 X, a 90 V por 1 hora, utilizando como padréao de
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peso molecular o marcador 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As bandas foram
visualizadas em transiluminador de luz UV, apés tratamento com brometo de etideo
0,25 ug/mL por 15 minutos. As imagens foram capturadas através do fotodocumentador

Gel Logic 6000Pro da marca Carestream.

3.3.1.13 Coleta e estocagem dos clones

As colbnias brancas foram coletadas e inoculadas com auxilio do robé Colony
Picker (Genetix Corporation) em placas de 384 pogos contendo meio liquido LB+Amp.
As placas foram incubadas em estufa a 37°C por aproximadamente 16 horas.

Posteriormente, com o auxilio do pipetador automatizado epMotion® 5075 TMX
systems (Eppendorf), foi adicionado glicerol estérii em cada um dos pogos, na

concentracgéo final de 20% para armazenagem dos clones em ultrafreezer a -80°C.

3.3.2. Prospecgao de novos genes através de
abordagens dirigidas por homologia de sequéncia

nucleotidica

3.3.21. Reacao de PCR para amplificacdao de
fragmentos génicos de xilanases com oligonucleotideos

iniciadores degenerados

A mistura de plasmideos recombinantes resultantes da clonagem dos
fragmentos do MSP em pUC19 foi utilizada como alvo na reagdo de PCR com
oligonucleotideos iniciadores degenerados para uma regido conservada de genes que
codificam xilanases da familia GH10 (RADOMSKI et al., 1998).

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados séo descritas abaixo:

Oligonucleotideo iniciador direto:

5" CGS GGS CAC ACS XTS XTS TGG 3’

Oligonucleotideo iniciador reverso:
5 GTT GTAGTC GTT GWX GXA SA 3’
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Tais nucleotideos iniciadores sao degenerados, possuindo em suas sequéncias
posicoes ambiguas representadas pelas letras S (C ou G), W (A ou T) e X (inosina).

Utilizou-se a técnica de PCR touchdown, que consiste basicamente em uma
modificacdo da PCR convencional, com o intuito de reduzir as amplificacbes nao
especificas. Esta técnica envolve a utilizacdo de temperaturas de anelamento
superiores as temperaturas de anelamento calculadas para os oligonucleotideos
iniciadores nos primeiros dez ciclos de reagcao (DON et al.,, 1991). Posteriormente, a
cada ciclo a temperatura de anelamento diminui 1°C até que a chamada temperatura
touchdown, que corresponde a temperatura de anelamento calculada para os
oligonucleotideos iniciadores, seja atingida.

Na preparagéo da reagao de PCR foram adicionados 34,9 pL de agua ultrapura
estéril, 5 yL do tampéao de reacédo 10 X, 0,4 pL de dNTP 25 mM, 1,5 uL de MgCl, 50
mM, 3,0 uL de cada oligonucleotideo iniciador 200 pmol/uL, 2 uL de DNA molde (40
ng/uL) e 1 U da Platinum®Taq DNA polimerase. A reagdo de PCR foi realizada em
termociclador MasterCycler pro-S — Eppendorf, através dos seguintes ciclos: 60
segundos a 94°C, 10 vezes os ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 65°C
(temperatura de anelamento) e 60 segundos a 72°C, sendo que a cada ciclo a
temperatura de anelamento decrescia em um 1°C, até atingir a temperatura de 55°C.
Posteriormente foram realizados 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 55°C
e 60 segundos a 72°C e um ultimo ciclo de 10 minutos a 72°C.

O produto de PCR foi submetido a separacgéao por eletroforese em gel de agarose
1,0% em tampao TAE 1 X, a 90 V por 1 hora, utilizando como padrdo de peso
molecular o marcador 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As bandas foram visualizadas
em transiluminador de luz UV, apés tratamento com brometo de etideo 0,25 pg/mL por
15 minutos. As imagens foram capturadas através do fotodocumentador Gel Logic
6000Pro da marca Carestream.

A banda amplificada foi excisada do gel e purificada com o kit GFX™ PCR DNA
and gel band purification (GE Healthcare).
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3.3.2.2. Clonagem dos insertos amplificados com

oligonucleotideos iniciadores degenerados

Os fragmentos purificados foram clonados através do sistema pGEM ® T-Easy
da Promega (Figura 7). Tal sistema consiste basicamente em um vetor com timinas nas
extremidades, permitindo a clonagem de produtos de PCR amplificados com DNA
polimerases que possuem atividade de desoxinucleotidil-transferase, resultando na
adicao de adeninas extras nas extremidades 3" dos fragmentos de DNA amplificados.
Dessa forma, ocorre o pareamento das adeninas nas extremidades do inserto com as

timinas nas extremidades do vetor, possibilitando a clonagem.
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Figura 7 - Mapa do vetor pGEM ® T-Easy.

A reacéo de ligagao foi feita utilizando-se 5 uL do 2 X Rapid Ligation Buffer, 1 pL
do vetor pGEM ® T-Easy (50 ng/uL), 3 uL do produto de PCR e 2 U da T4 DNA Ligase.
As ligagbes foram incubadas por 16 horas a 8°C.

Posteriormente seguiu-se a transformacgdo, realizada como descrito no item
3.3.1.10.
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3.3.2.3. Confirmacao e sequenciamento dos

fragmentos clonados em vetor pGEM ® T-Easy

A coleta dos clones transformados foi realizada como descrita no tépico 3.3.1.12.
Os plasmideos isolados foram submetidos a digestdo enzimatica com EcoRIl para
liberacdo dos insertos clonados, visto que os sitios de restricdo desta enzima
flanqueiam ambas as extremidades do sitio de policlonagem do vetor pPGEM ® T-Easy.

As reagdes de digestao consistiram em: 1 uL de tampao 10 X (NEBuffer U , New
England Biolabs ®), 10 U de EcoRI (New England Biolabs ®), 5,5 uL de agua ultrapura
estéril e 3 pL da solugdo de plasmideos extraidos (concentragdo aproximada de 55
ng/uL).

Os produtos das digestdes enzimaticas foram avaliados por eletroforese em gel
de agarose 1,0% em tampao TAE 1 X, a 90 V por 1 hora, utilizando como padréao de
peso molecular o marcador 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As bandas foram
visualizadas em transiluminador de luz UV, apés tratamento com brometo de etideo
0,25 ug/mL por 15 minutos. As imagens foram capturadas através do fotodocumentador
Gel Logic 6000Pro da marca Carestream.

Os clones confirmados em relagdo a presenca do inserto foram sequenciados
com o uso dos oligonucleotideos iniciadores M13R e M13F (M13R - %
GCGGATAACAATTTCACACAGG 3 / M13F - 5 GTAAAACGACGGCCAGT 3’), cujas
sequéncias complementares flanqueiam o sitio de policlonagem do vetor pGEM ® T-
Easy. O sequenciamento foi realizado nas instalagdes do Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBio).

As reagdes foram feitas com o reagente Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Amersham Biosciences/GE Healthcare), em reacdo de 10 uL, contendo 4 pyL de Dye
Terminator, 2 a 3 pmol do oligonucleotideo iniciador e 300 a 600 ng de DNA plasmidial.
As reacdes foram incubadas a 95°C por 1 minuto e submetidas a 35 ciclos de 10
segundos a 96°C, 10 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C em termociclador PCR
System 9700 (Perkin Elmer). As amostras foram analisadas no sequenciador
automatico DNA ABI PRISM 3130xI Genetic Analyser (Applied Biosystems).
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Apds o0 sequenciamento, os dados obtidos foram analisados pelo programa
Chromas a fim de gerar sequéncias no formato FASTA. As sequéncias FASTA foram
comparadas com o banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) através da ferramenta BLASTX (disponivel em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&BLAST_PROGRAMS=blastx&
PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_ LOC=blasthome).

3.3.2.4. Identificagcdo de genes no metagenoma de

solo de canavial

O MSC foi submetido ao sequenciamento em larga escala através da plataforma
454 GS FLX da Roche, no Laboratério ENGENCORE situado na Universidade da
Carolina do Sul, nos Estados Unidos. As analises dos dados gerados, que incluiram a
triagem das sequéncias em relacdo a qualidade das bases, presenca de
homopolimeros e sequéncias contaminantes (KUNIN et al., 2008a), bem como a
montagem das sequéncias em regides contiguas, foram realizadas através do Newbler
Assembler Software (version 2.0) da 454 Life Sciences.

No presente trabalho, os dados obtidos a partir do sequenciamento em larga
escala do MSC foram utilizados especificamente com a finalidade de identificar genes
alvos para amplificagdo por PCR. As analises da diversidade funcional e filogenética do
MSC séao objetos de estudo de outros trabalhos em andamento.

A predicao de genes foi feita por dois programas especialmente empregados
para analises metagenbmicas. Para as sequéncias contiguas as analises foram
realizadas com o programa Metagenemark (ZHU et al., 2010), enquanto que para as
leituras de sequenciamento, que nao foram organizadas em sequéncias contiguas, as
predicdes foram feitas utilizando o FragGeneScan (RHO et al., 2010).

Entre os genes preditos, seis foram selecionados por apresentarem identidade
com genes que codificam enzimas ativas em carboidratos. As sequéncias de
aminoacidos correspondentes aos genes selecionados foram avaliadas em relagdo a

presenca de possiveis dominios cataliticos por comparagao com o banco de dados do
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Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk), que contempla uma larga colecdo de familias
proteicas.

Visando a amplificacdo desses genes, foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores que além da regido complementar a sequéncia alvo continham também
sitios de restricao, visando a posterior clonagem dos produtos de PCR no vetor de
expressao pET-28a, e cinco nucleotideos anteriores aos sitios para a ancoragem das
enzimas de restricdo. Os sitios de restricdo foram escolhidos apds analise na
ferramenta  NEBufferCutter  (http://tools.NEBuffer.com/NEBUFFERcutter2/), que
identifica os sitios de restricdo presentes nas sequéncias a serem clonadas.

Os oligonucleotideos iniciadores desenhados (Tabela 3) foram avaliados quanto
a possibilidade de formacao de dimeros ou grampos, teor de citosina e guanina (%CG)

e temperatura de anelamento através do programa IDT OligoAnalyzer.

Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores desenhados para amplificacdo de genes alvos
identificados pelo sequenciamento do MSC.

Identificagao SequénciaF (5°-3")/ SequénciaR (5°-3")/
Temperatura de anelamento Temperatura de anelamento
Endoglucanase_1 TATATGCTAGCGATGCGGAGCGCAAG/ ATATGGATCCTTAGTAGATCGTGATGAATGCCG /
54,4°C 53,3°C
Esterase TATATGCTAGCTACGTCGCGAGCCC / ATATGGATCCTTAGTAGCCGCCCTCCG/
54,8°C 55,9°C
Beta-manosidase TATATGCTAGCCTGCTCCGGGCCG / ATATGGATCCTTAGTGCCAGACGCTCCAG /
56,9 °C 56,2 °C
Amilase TATATGCTAGCCCCTCCCAAGAAGTACCAG/ ATATGGATCCTTAGTACCCGGCATAGATGC /
54,5°C 52,7°C
Liquenase TATATGCTAGCAAGGCCGACGGCTAC / ATATGGATCCTTAGATCGTGTTGGTGAAGTAGTTG
54,9°C /
43,6°C
Beta-glicosidase TATATGCTAGCCTCCTGCTCTCGCACG / ATATGGATCCTTAGTACGCGGTCCGCTC /
55,8°C 56,3°C

3.3.2.5. Reacao de PCR para amplificacao dos

genes alvos

O DNA utilizado como alvo na reacéo correspondia a uma fragdo da amostra do

MSC que foi submetida ao sequenciamento na plataforma 454.
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As condi¢des das reacdes foram as seguintes: 30 uL de agua ultrapura estéril, 10
ML de tampdo 5X Phusion HF (Finzzymes ®), 1 yL dNTP 10 mM, 2,5 pyL de cada
oligonucleotideo iniciador 10 pmol/ pL, 2 yL de DNA (concentragao aproximada de 50
ng/ uL), 1,5 uyL de DMSO e 1 U da polimerase Phusion HF (Finzzymes ®). A reacao de
PCR foi realizada em termociclador MasterCycler pro-S — Eppendorf, através dos
seguintes ciclos: 90 segundos a 98°C, 10 vezes os ciclos de 50 segundos a 98°C, 60
segundos na temperatura de anelamento (especifica para cada gene alvo) e 30
segundos a 72°C, sendo que a cada ciclo a temperatura de anelamento decrescia em
um 1°C, até que se atingisse a temperatura de touchdown. Posteriormente foram
realizados 35 ciclos de 50 segundos a 98°C, 60 segundos na temperatura de
touchdown e 60 segundos a 72°C, seguido por um ultimo ciclo a 72°C por 10 minutos.

Os produtos das PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1,0%
em tampéao TAE 1 X, a 90 V por 1 hora, utilizando como padrao o marcador 7 kb plus
DNA Ladder (Invitrogen). As bandas foram visualizadas em transiluminador de luz UV,
apos tratamento com brometo de etideo 0,25 ug/mL por 15 minutos. As imagens foram

capturadas através do fotodocumentador Gel Logic 6000Pro da marca Carestream.

3.3.2.6. Clonagem dos fragmentos no vetor
pJET1.2/blunt

O kit de clonagem CloneJET™ (Thermo Scientific) é indicado para clonagem de
produtos de PCR com extremidades abruptas, amplificados pela acdao de DNA
polimerases com atividade revisora 3’-5’, também conhecidas como ‘proofreading
enzymes”, com € o caso da enzima Phusion HF.

A clonagem ocorre por meio do vetor pJET1.2 (Figura 8). Este vetor apresenta
um sistema de seleg¢ao positiva, que consiste na presenca de um gene letal que é
interrompido pela ligagdo do inserto de DNA no sitio de clonagem. Dessa forma,
apenas as células transformadas com o plasmideo recombinante conseguem se

propagar.
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As reacgdes eram compostas por 2 uL de tampao de ligagao 10 X, 1 U de T4 DNA
ligase, vetor e inserto na proporgao molar de 1:3 e agua ultrapura estéril para completar
o volume final de 20 uL. As reagdes foram incubadas a 22°C por 16 horas, seguindo a
recomendacgao do fabricante para a obtencdo do numero maximo de transformantes.

A transformacao foi feita por eletroporagao como descrito no item 3.3.1.10, com a

excecao de que neste caso ndo havia necessidade das placas com LB + Amp conterem

X-gal.

/ Ball
7 Kongl

pJET1.2/blunt
2974 bp

Figura 8 - Mapa do vetor pJET1.2/blunt.

Alguns clones foram selecionados aleatoriamente para extragdo do DNA
plasmidial. Os plasmideos isolados foram sequenciados como descrito no tépico
3.3.2.3, com os oligonucleotideos iniciadores pJET 1.2 Forward Sequencing Primer (5’
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3’) e pJET 1.2 Reverse Sequencing Primer (5
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 3). A analise das sequéncias geradas foi feita
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através da comparacdo com o banco de dados do NCBI, pela ferramenta BLASTX,

como descrito no item 3.3.2.3.

3.3.3. Prospecgcdao de novos genes através de

abordagem dirigida por triagem funcional

3.3.3.1. Triagem funcional da biblioteca

metagendmica

Primeiramente, os clones estocados nas placas de 384 pocgos foram repicados
em placas (Genetix Q-trays) de LB solido contendo 100 pg/mL de ampicilina € 100 mM
de IPTG (LB-AGAR-Amp-IPTG). Os repiques dos clones foram realizados com o auxilio
do robd Colony Picker (Genetix Corporation).

As placas foram incubadas por cerca de 16 horas a 37°C para o crescimento e
formagao das colbnias. Em seguida, as placas foram recobertas com 100 mL de meio
contendo o substrato de interesse dissolvido em uma solucdo de tampao acetato de
sédio 100 mM, pH 6,0, NaCl 180 mM e 1% (m/v) de agar. Apos a solidificagdo do meio,
as placas foram incubadas a 50°C por aproximadamente 16 horas. Transcorrido o
periodo de incubacgao, os clones positivos foram identificados através da visualizagao

halos de degradagéo em torno das colbnias.

3.3.3.2. Coleta dos clones positivos identificados

Os clones positivos foram coletados com o auxilio de palitos de madeira estéreis
diretamente das placas nas quais foram identificados e inoculados em tubos de ensaios
estéreis contendo meio LB+Amp. Em seguida os tubos foram incubados a 37°C por
aproximadamente 16 horas. As culturas crescidas foram submetidas a miniprep para

isolamento dos plasmideos.
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3.3.3.3. Confirmacao da atividade enzimatica dos

clones positivos

Como forma de confirmar que a atividade enzimatica apresentada pelos clones
positivos era conferida por um gene localizado no inserto de DNA metagendémico
clonado, realizou-se a retransformacéo dos plasmideos isolados dos clones positivos.

Em alguns casos, os clones obtidos na retransformagao foram incubados na
presenca de determinado substrato para a confirmacdo da formacao dos halos de
hidrélise. Alternativamente, os clones foram inoculados em tubos de ensaio contendo
meio LB+Amp e incubados a 37°C por aproximadamente 16 horas. Posteriormente, as
culturas foram centrifugadas por 15 minutos a 10.000 x g. O sobrenadante foi coletado
e utilizado para confirmagao da atividade enzimatica.

As reacgdes foram feitas em um volume final de 100 yL, sendo 40 pL de tampao
acetato de sodio 100 mM, pH 6,0, 50 yL de substrato 0,5% (m/v) dissolvido em agua
ultrapura estéril e 10 yL do sobrenadante proveniente das culturas bacterianas. As
reagcdes correspondentes aos controles negativos correspondiam a reagao descrita
acima exceto pela ndo adigao do sobrenadante, substituido por 10 uL de agua ultrapura
estéril. Os controles negativos tiveram a funcdo de confirmar que a hidrélise do
substrato ocorria exclusivamente pela acido das enzimas presentes nos sobrenadantes
das culturas bacterianas.

Os ensaios foram preparados em placas de PCR de 96 pogos no gelo,
posteriormente incubadas em termociclador (MasterCycler pro-S — Eppendorf) por 20
minutos a 40°C. Transcorrido esse periodo, a cada reagao foram adicionados 100 uL de
ADNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959), responsavel pela revelagdo dos
acgucares redutores liberados durante a reagao, através do aparecimento de coloragao
alaranjada. Nas reagdes controle, apos a adigdo do ADNS, foram ainda adicionados 10
ML do sobrenadante, como forma de confirmar a auséncia de acucares redutores nos
sobrenadantes. Nesses casos, nao ocorria atividade enzimatica pelo fato da enzima ser

rapidamente inativada pelo contato com o ADNS.
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3.3.3.4. Avaliacdo da atividade enzimatica por

eletroforese capilar

Os carboidratos utilizados como substratos nas reagdes foram previamente
marcados com o fluoréforo APTS (acido 1,3,6-trissulfonico- 8-aminopireno), que se liga
a extremidade redutora dos agucares, por meio de aminagao redutiva (EVANGELISTA
et al., 1995). A presenca do APTS pode dificultar a atividade de algumas enzimas que
atacam as cadeias de oligossacarideos pela extremidade redutora. Por isso,
alternativamente, os produtos da hidrélise enzimatica em substratos ndo marcados
foram submetidos a marcacdo com APTS.

A eletroforese capilar dos oligossacarideos foi realizada em um sistema P/ACE
MDQ (Beckman Coulter) com detector de fluorescéncia induzida por laser. Um capilar
de silica fundida (TSP050375, Polymicro Technologies) com didmetro interno de 50 um
e 31 cm de comprimento foi usado como coluna de separagao dos oligossacarideos. As
amostras foram injetadas através da aplicagdo de uma pressdo de 0,5 psi por 0,5
segundo. A corrida foi realizada em tampao fosfato de sédio 40 mM pH 2,5 e as
condicbes de corrida foram 15 kV / 70-100 pA, com o catodo na entrada, em
temperatura controlada de 20°C. Entre as corridas, o capilar foi lavado com NaOH 0,1
M seguido de lavagem com tampao para evitar a ocorréncia de contaminagao cruzada.
Os oligbmeros marcados com APTS foram excitados a 488 nm e a emissao foi coletada
em filtro com banda de 520 nm.

A identificagdo dos produtos de hidrolise foi possivel pela comparacdo dos
tempos de retengdo de cada pico gerado com os tempos de retengao dos padrbes de

carboidratos.

3.3.3.56. Mapeamento das ORFs nos clones

positivos identificados

O primeiro passo para identificacdo das ORFs consistiu na determinagao do
tamanho do inserto de cada um dos clones positivos. Isso foi possivel através da

digestdo enzimatica dos plasmideos isolados com as enzimas EcoRIl e Hindlll. Nestas
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reacgdes foram adicionados 3 uL de DNA (com uma concentracdo média de 70 ng/uL), 2
ML tampédo 10 X (NEBuffer 2, New England Biolabs®), 10 U de Hindlll, 6 U de EcoRI
(ambas da New England Biolabs®) e 16 yL de agua ultrapura estéril. As reagdes foram
incubadas a 37°C por 2 horas com subsequente inativagao a 65°C por 20 minutos.

O resultado da digestao foi analisado através de eletroforese em gel de agarose
1,0% em tampao TAE 1,0X a 90 V por 1 hora, utilizando como padrdo de peso
molecular o marcador 7Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) e alternativamente o marcador
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas). As bandas foram visualizadas em
transiluminador de luz UV, apds tratamento com brometo de etideo 0,25 pg/mL por 15
minutos e as imagens capturadas através do fotodocumentador Gel Logic 6000Pro da
marca Carestream.

Em seguida, o sequenciamento dos clones foi realizado no sequenciador
Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer, localizado no Laboratério Nacional de
Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE). As reagbes foram feitas com reagente
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), em uma reagao de 10
ML, contendo 4 pL de Dye Terminator, 2 a 3 pmol do oligonucleotideo iniciador e 300 a
600 ng de DNA plasmidial. As reagdes foram incubadas a 95°C por um minuto e
submetidas a 35 ciclos de 10 segundos a 96°C, 10 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C
em termociclador PCR System 9700 (Perkin Elmer).

As primeiras etapas de sequenciamento foram realizadas com os
oligonucleotideos iniciadores M13F e M13R, resultando no sequenciamento das
extremidades dos insertos. Devido ao fato do sequenciamento pelo método de Sanger
gerar leituras de sequenciamento com tamanho aproximado entre 800-900 pares de
base, a obtencdo das sequéncias completas dos genes de interesse foi realizada
através da construgdo de novos oligonucleotideos iniciadores, desenhados com base
nas primeiras sequéncias geradas, visando ampliar o sequenciamento para as regides
internas dos insertos.

No caso de um clone especifico, que apresentou um inserto de
aproximadamente 7 kb, optou-se pela constru¢do de uma sub-biblioteca em pUC19.
Para isso, o plasmideo isolado do clone positivo foi parcialmente digerido com a enzima

de restricdo Sau3Al (como descrito no item 3.3.1.5) para a obtengado de fragmentos na
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faixa de 1 a 2 kb. Os testes foram realizados a partir da seguinte reagao: 2 uL de DNA
plasmidial isolado do clone de interesse (concentragdao aproximada de 200 ng/uL), 1 pL
tampao 10 X (NEBuffer 1, NewEngland Biolabs ®), 0,01 U da enzima Sau3Al
(NewEngland Biolabs ®), 0,1 uL de BSA 100 X e agua ultrapura estéril para completar o
volume final de 10 yL. Os tempos de incubacgao avaliados foram 30, 60, 90 e 120
minutos a 37°C. Posteriormente, as reacdes foram inativadas a 65°C por 20 minutos.

Apds a determinagdo da condigdo ideal de digestdo, a reagédo foi ampliada
mantendo as propor¢des da reagao descrita acima. O produto da reagao de digestéo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0% e os fragmentos na faixa de tamanho
de interesse foram excisados do gel e purificados. A reacdo de ligacdo e a
transformacao foram realizadas de acordo com o descrito no topico 3.3.1.8 e 3.3.1.10,
respectivamente.

Os clones obtidos na transformacgédo foram submetidos a triagem funcional no
substrato de interesse. Os clones positivos identificados foram inoculados em meio
liquido LB + Amp, para o isolamento dos plasmideos por miniprep. Em seguida os
plasmideos foram submetidos a digestdo enzimatica com EcoRI e Hindlll (seguindo a
reacgao descrita acima) e sequenciados.

Todas as sequéncias geradas foram reunidas em regides contiguas com auxilio
do programa Geneious Pro 4.8.5. A partir das sequéncias consenso geradas foram
identificadas as ORFs presentes em cada uma das seis fases de leituras. As ORFs
foram avaliadas individualmente por comparagdo com o banco de dados do NCBI
através da ferramenta BLASTX, que compara as sequéncias de nucleotideos traduzidas
em aminoacidos com o banco de proteinas do NCBI. As ORFs também foram avaliadas
em relagao a presenca de dominios conservados, através da ferramenta BLASTp que
realiza a comparacao das sequéncias aminoacidos com o banco de dados de dominios
conservados, o CDD, (disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/cdd). O CDD reune
informagdes de varios outros bancos de dados, como o Pfam, SMART (disponivel em
http://smart.embl-heidelberg.de/e) e COG (disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/).

As sequéncias das ORFs traduzidas em aminoacidos que codificavam as

enzimas de interesse foram ainda comparadas com o banco de dados do PDB (Protein
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Data Bank), que reune informagdes sobre as estruturas tridimensionais de moléculas
bioldgicas. Esta etapa teve como objetivo, a identificagdo de proteinas com estruturas
tridimensionais resolvidas e que apresentaram homologia de sequéncia com as
enzimas identificadas.

As ORFs identificadas foram ainda avaliadas em relagao a presenca de peptideo
sinal, o qual sinaliza que a proteina deve ser exportada para uma regidao especifica,
onde ira exercer sua funcdo. As analises em relacdo a presenca de peptideo sinal
foram feitas através da  ferramenta  Signal-BLAST  (disponivel em:

http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.htmL).

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1. Construcgao das bibliotecas metagenémicas

A extracdo de DNA metagendmico de alto peso molecular e com alto grau de
pureza é importante para a construgdo de bibliotecas metagendmicas de qualidade
(DANIEL, 2005). Como se pode observar na Figura 9, as extracdes realizadas através
do kit comercial FastDNA® SPIN Kit for soil (MP - Biomedicals) e do homogeneizador
FastPrep® Instrument (MP - Biomedicals) resultaram na obtengcdo de amostras de DNA
metagendmico integras e com alto peso molecular.

No caso do MCB e do MSP, que foram utilizados para a construgao das
bibliotecas metagendmicas, foi necessaria a determinagdo do tempo de digestao
enzimatica para a obtencdo de fragmentos com tamanho entre 2 e 5 kb. Esta faixa de
tamanho esta de acordo com o tipo de vetor escolhido (plasmideo pUC19) que
apresenta boa estabilidade para insertos de até 5 kb. O plasmideo pUC19 apresenta
protocolo simples de manipulacido e por ser de alta copia, facilita a detecgdo da
atividade enzimatica de genes que sao pouco expressos (DANIEL, 2005).

A Figura 10 apresenta o perfil de digestdo obtido para cada uma das amostras. A
digestdo do DNA metagenémico em fragmentos na faixa de 2 a 5 kb foi observada apods

20 e 60 minutos de incubacgao, para o MCB e MSP, respectivamente.
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12 kb
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Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% das amostras de DNA metagendémico
extraidas de solo coletado no municipio de Sao Carlos (MSC), do consdércio microbiano
degradador de bagaco de cana-de-acucar (MCB) e do solo coletado no municipio de
Paulinia (MSP). M — marcador de peso molecular 1 kb.

Tendo se determinado as melhores condi¢cdes de digestdao, maiores quantidades
de DNA foram digeridas. As etapas seguintes de excisao e purificacao dos fragmentos
digeridos foram bem sucedidas, como pode ser observado na Figura 11.

A partir das amostras de DNA metagenémico digeridas e purificadas foram
construidas bibliotecas metagenémicas no vetor pUC19, denominadas:

- Biblioteca metagenémica derivada do solo de Paulinia (BP): Construida com
DNA metagendmico extraido diretamente do solo de canavial de Paulinia (MSP),

armazenada em ultrafreezer a -80°C na forma de uma mistura de plasmideos
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recombinantes. Foi empregada para a prospeccao de genes através de abordagem
dirigida por homologia de sequéncia nucleotidica,;

- Biblioteca metagenémica derivada do consércio microbiano (BCB):
Construida com o DNA metagendmico extraido do consércio microbiano degradador de
bagaco de cana-de-agucar (MCB), estocada em ultrafreezer a -80 °C na forma de
clones isolados em placas de 384 pocos. Foi empregada na prospeccédo de genes

através da abordagem dirigida por triagem funcional.

MCB MSP
M B 10’ 20’ 40 10’ 15’ 30’ 45’ 60' M

5 kb

5 kb

2 kb
2 kb

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos dos testes de digestbes
enzimaticas com Sau3Al de amostras do MCB (por 10, 20 e 40 minutos) e do MSP (por
10,15, 30, 45 e 60 minutos). M = marcador de peso molecular 1 kb, B = amostra de
DNA metagenédmico controle (ndo submetida a reacao de digestao).

No processo de clonagem em pUC19, a insercao dos fragmentos de DNA

ocorreu na regiao do gene /lacZ, responsavel pela sintese da enzima 3-galactosidade.
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Esta enzima atua na hidrolise do substrato X-gal que resulta no aparecimento de
coloracdo azulada nas coldnias bacterianas. Sendo assim, as coldnias brancas
correspondiam aos clones que receberam o inserto e consequentemente apresentavam
0 gene da R-galactosidade truncado, enquanto as colénias azuis correspondiam aos
clones sem inserto, e, portanto com a 3-galactosidade ativa (LANGLEY et al., 1975).
Visando caracterizar o tamanho meédio dos insertos clonados e determinar a
qualidade e representatividade das bibliotecas construidas, colénias brancas aleatérias
coletadas das duas bibliotecas foram submetidas a digestdo enzimatica, como pode ser

observado na Figura 12.

M MCB M MsSP
5 kb

2 kb 5 kb

2 kb

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1,0% referente as purificacdes das
amostras de DNA do MCB e MSP digeridas com Sau3Al. M - marcador de peso
molecular 1 kb.
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Em relacéo a BP, a analise do perfil de digestdo do DNA plasmidial demonstrou
gue todos os clones coletados aleatoriamente continham insertos com tamanho médio
de 2,3 kb (com insertos na faixa de 1,2 a 3,1 kb). A eficiéncia maxima de transformacao
foi de aproximadamente 10’ clones por pug de DNA transformado. Considerando a
transformacao do volume total da ligacdo (10 pL), estimou-se um valor total de
aproximadamente 67 mil clones. Considerando esta estimativa, o tamanho médio dos
insertos e a porcentagem de clones com inserto, calculou-se que a BP apresentou
cobertura de 154,1 Mb.

BCB

6 kb
4 kb
3 kb

2kb

0,85 kb

0,40 kb

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 1,0%. Padrbes de restricbes dos
plasmideos isolados de clones aleatérios da BP e BCB. M — Marcador de peso
molecular 1 kb.

A média de tamanho dos insertos clonados na BCB foi de aproximadamente 3,5
kb (com insertos na faixa de 2 a 8 kb). Dentre os oito clones coletados (col6nias
brancas) e submetidos a digestdo enzimatica, apenas um apresentava vetor vazio,
demonstrando que 87,5% das coldnias brancas avaliadas continham insertos. A

eficiéncia maxima de transformacgdo obtida foi de 10 clones por pg de DNA
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transformado. Como resultado da transformacdo de 4 uL do produto da reacido de
ligacao foram obtidas cerca de 30.000 colénias brancas, sendo que aproximadamente
26.900 delas foram isoladas com o auxilio do robé Colony Picker e estocadas em
placas de 384 pocos. O calculo da cobertura resultou em um valor aproximado de 82,4
Mb.

As caracteristicas das bibliotecas metagendmicas construidas estdo resumidas

na Tabela 4.

Tabela 4 — Descrigao das bibliotecas metagendmicas BP e BCB.

Extensdo Estimativa da Estimativa

Tipo de Municipio Consoércio Forma Total Média do tamanho  porcentagem de
solo de Origem  microbiano de estoque de de dos de clones com cobertura
clones inserto insertos inserto da
biblioteca
Mistura de
BP Canavial Paulinia - Néo plasmideos 67 mil* 2,3kb 1,2-3,1 kb 100% 54,1 Mb
SP transformados
BCB Canavial ~ Sao Carlos - Sim Clones isolados em 26.900 3,5kb 2,0-8,0 kb 87,5% 82,4 Mb
SP placas de 384 pogos

* valor do numero de clones estimados considerando a eficiéncia de transformagéao de 107 clones por g
de DNA transformado.

3.4.2. Prospecgdao de novos genes através da
abordagem dirigida por homologia de sequéncia

nucleotidica

3.4.21. Reacao de PCR para amplificacdo de
fragmentos génicos de xilanases com oligonucleotideos

iniciadores degenerados

A reacao de PCR com o par de oligonucleotideos iniciadores degenerados para
amplificagdo de regides conservadas de xilanases, utilizando como alvo a BP

(armazenada na forma de uma mistura de plasmideos recombinantes) resultou na
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amplificacado de produtos de PCR com tamanho esperado de 0,3 kb (Figura 13).

O sequenciamento dos plasmideos isolados de doze clones aleatérios,
resultantes da clonagem do produto de PCR purificado permitiu a identificacédo de nove
sequéncias nucleotidicas distintas apresentando identidade menor que 85% com genes

de xilanases conhecidos (Tabela 5).

TR

— e

-

Wi

&%,
§

10,3 kb |

Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos de PCR com o par de
oligonucleotideos iniciadores degenerados. M — Marcador de peso molecular 1 kb.

As sequéncias de aminoacidos correspondentes aos fragmentos génicos
amplificados foram alinhadas com sequéncias de xilanases conhecidas (Figura 14).
Pode-se observar que todas as sequéncias analisadas apresentaram residuos de
aminoacidos conservados em posicoes especificas (destacados em preto e cinza) e
consideravel grau de variabilidade em outras regiées.

A proxima etapa visou a obtencao das sequéncias completas dos genes. Para
isso foi desenvolvida uma estratégia baseada na técnica de genome walking que
consiste na identificacdo de sequéncias nucleotidicas desconhecidas a partir de trechos
conhecidos (ACEVEDO et al., 2008). A Figura 15 descreve a estratégia empregada,
que consistiu no desenho de novos oligonucleotideos iniciadores baseados nas

sequéncias de ambas as extremidades dos fragmentos de xilanases previamente
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amplificados. Esses oligonucleotideos foram entdo combinados em reagdes de PCR
com oligonucleotideos iniciadores do vetor, M13F e M13R, visando a amplificacdo das
sequéncias desconhecidas dos genes de interesse. Posteriormente, as sequéncias
obtidas seriam alinhadas para formagdo de sequéncias contiguas para a busca de

possiveis ORFs.

Tabela 5 — Comparagao das sequéncias correspondentes aos fragmentos amplificados
com o par de oligonucleotideos degenerados com o banco de dados do NCBI pela
ferramenta BLASTx.

Amostra Tamanho Proteina / Acesso E-value Identidade

(kb) Bactéria relacionada GenBank (%)

Xil_F 0,3 Provavel xilanase AAP87472 1,16E-35 66
(Organismo néo cultivavel)

Xil_G 0,28 Glicosil hidrolase familia 10 ZP_06970944 1,00E-39 76

(Ktedonobacter racemifer DSM
44963)

Xil_J 0,31 Provavel xilanase AAP87504 3,20E-38 70
(Organismo néo cultivavel)

Xil_mM 0,29 Provavel xilanase AAP87451 2,25E-23 79
(Organismo néo cultivavel)

Xil_3 0,27 Glicosil hidrolase familia 10 ZP_05058163 7,20E-22 57

(Verrucomicrobiae bacterium
DG1235)

Xil_9 0,28 Provavel xilanase AAP87452 3,78E-39 77

(Organismo néo cultivavel)
Enzima bifuncional
Xil_10 0,28 xilanase-arabinofuranosidase AAD32559.2 3,00E-36 78
(Streptomyces chattanoogensis)

Xil_11 0,3 Provavel xilanase AAP87502 7,00E-47 84
(Organismo néo cultivavel)

Xil_12 0,3 Glicosil hidrolase familia 10 ZP_06914483 5,98E-32 77

(Streptomyces sviceus ATCC
29083)
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Figura 14 - Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos dos fragmentos génicos de xilanase
amplificados com sequéncias de referéncia. As sequéncias de referéncias estdo indicadas pelo numero
do acesso no GenBank e pelo micro-organismo do qual foram isoladas.



- Fragmentos de genes de xilanases previamente @ a
amplificados M13F =

Mistura de plasmideos
carregadores de fragmentos de
DNA metagendmico 2

, 020 0o

fragmento génicode

xilanase identificado

Etapas
1 = A PCR com oligonucleotideos iniciadores degenerados resultou na identificacdo de
fragmentos génicos com homologia para xilanases

2 = Desenho de oligonucleotideos iniciadores especificos (A e B), em ambas extremidades,
para os fragmentos génicos identificados

3= PCR com os oligonucleotideosiniciadores M13Fe A

4= PCR com os oligonucleotideosiniciadores M13R e B

Figura 15 - Estratégia empregada na tentativa de amplificacdo das sequéncias
completas dos genes de xilanases identificados por PCR com o par oligonucleotideos
iniciadores degenerados.

Porém, através do sequenciamento dos fragmentos obtidos nas reacées de PCR
com os oligonucleotideos iniciadores M13F e A e M13R e B foi verificado que as
sequéncias nucleotidicas nao apresentavam homologia com genes de xilanases.
Alguns trabalhos reportaram a dificuldade de se empregar métodos baseados em PCR
para amplificacéo de alvos especificos diretamente de amostras de DNA metagendémico
(GONZALEZ et al.,, 2012, ROSEN et al., 2012, UCHIYAMA & WATANABE, 2006,
ACEVEDO et al., 2008). Esta dificuldade pode estar relacionada ao fato das sequéncias
de interesse representarem uma fracao muito pequena na amostra alvo (GONZALEZ et
al., 2012). Além disso, pelo fato das amostras de DNA metagenémico apresentarem
elevada diversidade de sequéncias nucleotidicas, os oligonucleotideos iniciadores
podem anelar em segmentos de DNA que nao correspondem a sequéncia alvo e

gerarem produtos de amplificacdes nao especificas (ACEVEDO et al., 2008).

58



3.4.2.2. Amplificagcao de genes alvos

O pirosequenciamento do MSC na plataforma 454 GS FLX da Roche resultou no
sequenciamento de um total de 241.632.546 pares de base organizadas em 576.702
leituras de sequenciamento com tamanho médio de 425 pares de base, sendo que a
menor e maior leitura de sequenciamento apresentaram 40 e 768 pares de base,
respectivamente. Aproximadamente 1% das leituras de sequenciamento foi organizada
em sequéncias contiguas, com tamanho variando entre 100 e 1.392 pares de base e
tamanho médio de 599 pares de base.

Através de ferramentas de bioinformatica foi realizada a predigcdo de genes que
codificavam enzimas ativas em carboidratos nas leituras de sequenciamento e
sequéncias contiguas obtidas através do pirosequenciamento. Apds a predigao, seis
genes foram selecionados para o desenho de oligonucleotideos iniciadores visando a
amplificagdo de tais genes por reagdes de PCR utilizando como alvo o MSC. A Tabela
6 apresenta as caracteristicas dos genes selecionados bem como os respectivos
dominios conservados identificados por comparagdo com o banco de dados do Pfam. A
cor verde do modelo esquematico indica que a identidade com dominios conservados
conhecidos foi significativa. Em rosa estdo destacados os sitios ativos preditos.

As reagdes de PCR funcionaram apenas para o0s seguintes alvos:
endoglucanase_1, liquenase e beta-manosidase (Figura 16). No caso da
endoglucanase_1 o produto de PCR apresentou varias bandas, com tamanhos em
torno de 0,65, 0,5 e 0,3 kb. Em relagdo a liquenase, o produto de PCR também era
composto por varias bandas, porém a principal delas apresentou o tamanho esperado
de aproximadamente 0,3 kb. Em relacdo a beta-manosidase, foram amplificadas duas
bandas com tamanhos aproximados de 0,3 e 0,5 kb. As bandas com tamanho préximo
ao esperado (indicadas pelas setas na Figura 16) foram excisadas do gel, purificadas,
clonadas no vetor pJET1.2 e submetidas ao sequenciamento.

Como pode ser observado na Tabela 7, a partir do sequenciamento, verificou-se
que os fragmentos amplificados nao apresentaram identidade com os genes esperados.
Esse resultado evidenciou mais uma vez a dificuldade em se resgatar sequéncias

nucleotidicas especificas em uma amostra complexa, como o MSC.
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Tabela 6 - Genes alvos escolhidos para amplificacdo por PCR. A cor verde indica que a identidade
com dominios conservados conhecidos foi significativa. Em rosa estdo destacados os sitios ativos
preditos.

Gene alvo BLASTx/ Nimerode Familiado Identificagio E -Value Dominios/ sitios
Nimerode aminoéacidos Pfam do Pfam ativos
acesso NCBI identificados
Endoglucanase_1 Endoglucanase/ 132 Celulase PF00150 1,1E-15 |
YP_005147986 " Cellulase
Esterase Provavel 97 Esterase PF00756 1,6E-5 !
esterase/
WP_007573064
Beta-manosidase Beta- 156 Glicosil PF02836 0,00018
manosidase/ Hidrolase
WP_002628632 Familia 2
Amilase Provavel 151 Alfa-amilase PF00128 0,00032 A
glucano
hidrolase/
WP 010850249
Beta-glicosidase Glicosil 146 Glicosil PF00232 5,7E-23
hidrolase/ Hidrolase Te——
WP_008512821 Familia 1
Liquenase Endo-beta-1,3- 104 Glicosil PF00722 1,7E-24
glucanase/ Hidrolase |
WP_006124082 Familia 16 '
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Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos das reagbes de PCR
visando a amplificacdo de genes alvos (as setas indicam as bandas que foram
excisadas do gel, purificadas e clonadas no vetor pJET1.2). M — marcador de peso
molecular 1 kb.

Tabela 7 — Comparacdao das sequéncias correspondentes aos produtos de PCR
clonados no vetor pJET1.2 com o banco de dados do NCBI pela ferramenta BLASTx.

Amostra Proteina / Bactéria relacionada  Acesso GenBank E-value Identidade (%)
Endoglucanase_1 RNA helicase/ Escherichia coli WP_001419243 2,0E-104 100
Beta-manosidase Helicase/ Shigella flexneri WP_005117492 2,0E-54 100

Liquenase Nenhuma similaridade identificada - - -

3.4.3. Prospeccdo de novos genes através da

abordagem dirigida por triagem funcional

Visando aumentar as chances da identificacdo de genes que codificavam para

enzimas ativas em carboidratos que compdéem a parede celular vegetal, a biblioteca
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construida com o DNA metagenémico extraido do consércio microbiano enriquecido
com bagaco de cana-de-agucar (BCB) foi empregada nos experimentos de triagem
funcional.

Os substratos utilizados nesta etapa do trabalho foram escolhidos por
apresentarem caracteristicas que permitiam a identificacdo de clones capazes de
expressar atividades enzimaticas de interesse. A Tabela 8 apresenta a relagdo dos

substratos selecionados bem como o modo de detecgao dos clones positivos.

Tabela 8 — Substratos utilizados na triagem funcional da biblioteca metagenémica BCB.

Enzima alvo Substrato / Concentragao de uso Modo de revelagao Referéncia
Celulase CMC (Sigma) / 1,0% Vermelho congo (Sigma) KIM et al., 2000
Xilanase Xilana de madeira de Faia (Sigma) / Vermelho congo (Sigma) HAARHOFF et al., 1999

0,5%
Pectinase Pectina citrica (Sigma) / 1,0% Vermelho congo (Sigma) KAUR et al., 2011

Pectato Liase

Amilase

R-glucosidase

R-glucosidase

Mananase

Mananase

Esterase

Esterase

Lacase

R-Xilosidase

Azo-ramnogalacturonana (Megazyme)
0,1%
Amido de batata (Sigma) / 2,0%
Esculina (Sigma) / 0,1%

pnpG (pNP-B-D-glucopiranosideo)
(Sigma) / 0,5%

Manana de goma de alfarroba (Sigma)
0,1%
Azo-galactomanana de alfarroba
(Megazyme) / 0,2%
Alfa-Naftil-acetato (Sigma) / 80 pg/mL
Tween 80 (Sigma) / 1,0%
ABTS (Acido 2,2"-Azino-bis 3-
etilbenzetiazolino-6-sulfonico)
(Sigma) / 0,5 mg/L
MUX
(4-O-metil umbeliferil-B-D-
xilopiranosideo) (Sigma) / 10 mg/L

Formagéao de halo de degradagéao
ao redor da colénia
Lugol (Sigma)
Formagéao de halo de degradagéao
ao redor da colénia
Formagéao de halo de degradagéo
ao redor da colénia

Vermelho congo (Sigma)

Formagéao de halo de degradagéo
ao redor da colénia
Corante Fast Blue RR
CaCl,.2H,0
Formagéao de halo de degradagéao

ao redor da colbnia

Formagéao de halo de degradagéo
ao redor da colbnia

(visivel sob luz UV)

SOLBAK et al., 2005

YUN et al., 2004
FANG et al., 2010

DEL POZO et al., 2012

STALBRAND et al., 1995

BRAITHWAITE et al.,
1995
KIM et al., 2006
PANCHAL & INGLE, 2011
PRIYADARSINI et al.,
2011

UNGCHAITHAM et al.,
2001

A triagem funcional dos 26.900 clones da BCB nos diferentes substratos resultou
na identificagdo de dez clones positivos, porém apenas cinco (Tabela 9) foram
confirmados em relacédo a atividade enzimatica esperada. Os demais correspondiam a
clones falsos positivos, cujo aparecimento pode ser atribuido a ocorréncia de

contaminagdes nas placas, em virtude da extensa manipulacdo a qual foram
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submetidas.

Tabela 9 - Clones identificados através da triagem funcional da biblioteca
metagendmica BCB.

Substrato Identificagdao do Clone positivo
clone identificado

cMe E-1
cMC E-2
cMC E-3

Xilana de madeira
de faia X-1

Xilana de madeira

de faia X-2

A confirmacdo da atividade enzimatica do clone E-1, foi possivel através de
ensaios com o sobrenadante da cultura em 3-glucano e CMC (Figura 17A, na qual o
aparecimento da coloracao alaranjada indicou a ocorréncia de reacao enzimatica).
Além disso, a analise por eletroforese capilar dos produtos da hidrélise gerados pela
acao do sobrenadante de E-1 em celopentose marcada com APTS, revelou um tipico
padrao de endo-R-1,4-glucanase ao atuar na quebra das ligacdes internas e gerar

celotriose como principal produto (Figura 17B).

63



A SBN
E-1 Controle
I
Controle B - Glucano

CmC +
SBN E-1+ CMC B - Glucano

— 00

..Ia

Controle C5 L

MMMMMMM

Figura 17 — A) Confirmacao da atividade enzimatica do clone E-1 em CMC e R-glucano
revelada pelo método do ADNS. B) Ensaio de eletroforese capilar com o sobrenadante
da cultura do clone E-1. C5, C3 e C2, correspondem a celopentose, celotriose e
celobiose, respectivamente. As setas indicam as ligagdes glicosidicas hidrolisadas
durante a reacado enzimatica com C5.

Ensaios de atividade enzimatica com o sobrenadante do clone E-2 em R-
glucano e CMC permitiram a confirmacéao da atividade catalitica (Figura 18).

Os clones obtidos pela retransformacdo dos plasmideos isolados do clone
positivo E-3 foram confirmados quanto a formacao de halo de hidrélise na presenca de
CMC (Figura 19).

Os ensaios de atividade enzimatica do sobrenadante da cultura crescida do
clone X-1, resultaram na hidrélise das ligacoes tipo 3(1—>4) entre os residuos de xilose
da cadeia principal de xilana (Figura 20A). A analise por eletroforese capilar dos
produtos da hidrélise gerados pela acdo do sobrenadante de X-1 em xilohexose
marcada com APTS, revelou um tipico padrdo de endo-B3-1,4-xilanase, ao atuar na

quebra das ligacdes internas e gerar xilotetrose, xilotriose e xilobiose como produtos
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principais (Figura 20B).

(4) (B)

Figura 18- Ensaios de atividade enzimatica com o sobrenadante do clone E-2 em (A) -
glucano; (B) CMC, revelados pelo método do ADNS.

Figura 19 — Confirmagao da atividade enzimatica do clone E-3 em placa contendo
CMC, revelada com solugéo de vermelho congo 0,1%.

A atividade catalitica do sobrenadante do clone X-2 foi confirmada em xilana,
apos incubagdo por 16 horas a 45°C (dados nado mostrados). Curiosamente, o
sobrenadante do clone X-2 também apresentou capacidade de hidrolisar os

polissacarideos liquenana e 3-glucano (Figura 21).
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Figura 20 — A - Confirmagcao da atividade enzimatica do clone X-1 em xilana de
madeira de faia, revelada pelo método do ADNS. B - Ensaio de eletroforese capilar
com o sobrenadante da cultura do clone X-1. X-6, X-4, X-3 e X-2 correspondem a
xilohexose, xilotetrose, xilotriose e xilobiose, respectivamente. As setas indicam as
ligacdes glicosidicas hidrolisadas durante a reagao enzimatica de X-6.

Figura 21 — Atividade enzimatica com o sobrenadante do clone X-2 em (a) B-glucano e
(b) liguenana, revelada pelo método do ADNS.

A frequéncia de clones positivos identificados em relacao ao numero de clones
avaliados foi de 1: 8.967 na triagem em CMC e 1: 13.450 na triagem em xilana. Em
virtude dos trabalhos que descrevem a busca de novas enzimas por abordagem
funcional utilizarem diferentes tipos de vetores, tamanhos médios de insertos e

numeros de clones, a frequéncia de clones positivos obtida foi comparada com a de
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outros trabalhos pela relagdo entre o numero de clones positivos identificados pela
quantidade total, em megabases Mb, de DNA metagenédmico submetida a triagem
(Tabela 10). Para a obtencado deste valor, multiplicou-se o numero de clones totais da

biblioteca pelo tamanho médio dos insertos.

Tabela 10 — Comparacgao das frequéncias de clones positivos identificados através da
triagem funcional de bibliotecas metagendémicas.

Enzima- Metagenoma de Tipo de Amostra DNA Frequéncia de Referéncia
alvo origem vetor enriquecida / total clones
fonte de (Mb) positivos / Mb
enriquecimento de DNA
Celulase Amostra de solo Plasmideo Sim / bagaco de 82,4 1/ 27,5 Presente trabalho
de canavial cana-de-agucar
Celulase Microbiota do Plasmideo Sim / Solka-Floc 430 1/ 39,1 WANG et al., 2012
intestino grosso celulose comercial

de suinos em
crescimento
Celulase Amostra de agua Lambda Sim/ CMC 60 1/ 60 REES et al., 2003
do lago Nakuru
Celulase Microbiota do Cosmideos Sim / graminea 1.141 1/103,7 FENG et al., 2007
ceco de coelhos
Celulase Amostra de Fosmideo Nao 433,3 1/216,7 KWON et al., 2010
compostagem
contendo
estrume de
porco e residuos
de cogumelos
Celulase Amostra de solo Cosmideo Nao 3.300 1/ 825 PANG et al., 2009

de compostagem

Xilanase Amostra de solo Plasmideo Sim / bagaco de 82,4 1/ 41,2 Presente trabalho
de canavial cana-de-agucar
Xilanase Amostra de Fosmideo Nao 433,3 1/ 86,7 KWON et al., 2010
compostagem
contendo
estrume de

porco e residuos

de cogumelo
Xilanase Amostra de solo Plasmideo Nao 204 1/ 204 HU et al., 2008
Xilanase Amostra de solo Cosmideo Sim / palha de 306 1/ 306 MO et al., 2010
arroz
Xilanase Microbiota de Fosmideo Nao 960 1/ 960 CHENG et al., 2012

ramen de vaca
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Como pode ser observado na Tabela 10, a quantidade de clones positivos
identificados por Mb de DNA na BCB foi superior ao encontrado em outros trabalhos
tanto para triagem de celulases como de xilanases. Isso pode ser atribuido a etapa de
enriquecimento realizada, que possivelmente promoveu a especializacdo da

comunidade microbiana e o enriquecimento dos genes de interesse.

3.4.4. Mapeamento dos insertos dos clones positivos

identificados na triagem funcional

3.4.41. Clone E-1

A digestao enzimatica do DNA plasmidial isolado do clone E-1, resultou na
identificacdo de um inserto com tamanho aproximado de 3,1 kb (Figura 22).

O sequenciamento do inserto permitiu a localizacdo de duas ORFs na fase de
leitura +2, denominadas ORF1(E1) e ORF2(E1). Elas foram analisadas através da
ferramenta BLASTx e as informacgdes referentes as maiores identidades de sequéncias
encontradas estao detalhadas na Figura 23. O fato das ORFs adjacentes apresentaram
diferentes classificacdes taxondmicas, pode estar relacionado com a ocorréncia da
transferéncia horizontal de genes, um evento comum em bactérias, através do qual elas
podem compartilhar genes que oferecem vantagens adaptativas (TASSE et al., 2010,
MATTEOTTI et al., 2011).

A comparacgao das sequéncias de aminoacidos das ORFs com o banco de dados
do CDD, através da ferramenta BLASTp, permitiu a identificacdo de dominios
conservados, como pode ser observado na Figura 24.

A proteina codificada pela ORF1(E-1), denominada celulase E-1, apresentou
identidade com o dominio conservado da familia 5 de glicosil hidrolases (GH5),
pertencente a superfamilia das celulases. A identidade neste caso, foi observada na
regidao N-terminal de E-1 se estendendo do aminoacido 16 ao 259. Ja na regido C-
terminal de E-1 ndo foi encontrada identidade com dominios conservados conhecidos.

A familia GH5 é uma das maiores familias de celulases e contém enzimas de
origem bacteriana e fungica. As enzimas da familia GH5 s&o tipicamente

endoglucanases com ampla atuagcdo em diferentes substratos, porém atuam
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preferencialmente em B — glucano e CMC. Elas ainda apresentam baixa atividade

enzimatica em substratos cristalinos (HALL et al., 1995).

B1

B2

Figura 22 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% do produto do perfil de restricao do
clone E-1. A - Banda corresponde ao vetor pUC19 linearizado. B1 e B2 - bandas
referentes ao inserto liberado. M marcador de peso molecular 1 kb.

Analisando a sequéncia de aminoacidos de E-1 foi observado que adjacente ao
dominio conservado da familia GH5 existia uma regiao rica em residuos de serina. Tais
regides, comumente encontradas em enzimas ativas em carboidratos de origem
procariotica, atuam como regides espacadores (linkers) separando dominios cataliticos
e CBMs (HOWARD et al., 2004). Além disso, na sequéncia de aminoacidos da porgao
C-terminal de E-1 foram identificados trés residuos de triptofano e trés residuos de
tirosina. Esses residuos de aminoacidos, que apresentam cadeias laterais com
caracteristicas hidrofébicas, sdo comumente encontrados em CBMs (SHOSEYOQV et al.,

2006, GUILLEN et al., 2010) e estao envolvidos no processo de reconhecimento e
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ligacdo dos CBMs aos polissacarideos (RUBINI et al., 2010). Tais informacbes

sugeriram a existéncia de um CBM na regido C-terminal da celulase E-1 e esta hipotese

foi analisada e descrita em detalhes nos capitulos 4 e 5.

A ORF 1 apresentou 70% de cobertura de sequéncia e 79%
de identidade com endo-1,4-beta-glucanase Cel5b de
Cellvibrio japonicus UEDA107 (YP_001983438) — E value =

4E-157
Fase de leitura +2 \
1 —— 428 aminoécidos >—-| 347 aminoacidos > 3,1kb

ORF1(E-1) ORF2 (E-1)

A ORF 2 apresentou 98% de cobertura de sequéncia e 51%
de identidade com glicosil-transferase de Acidovorax sp.

JS42 (YP_984516) — E value = 2E-98

Figura 23 — Esquema da organizacao de duas ORFs localizadas no inserto de DNA
clonado em E-1. Através da ferramenta BLASTx as sequéncias de nucleotideos
traduzidas foram comparadas com o banco de sequéncias de aminoacidos do NCBI. O
tamanho do inserto esta indicado em kb, e as setas indicam a orientacdo das ORFs.

ORF1(E-1)

ol 7% 150 225 ) 300 375 459
Query seq. [ i ' e ——— ' ————
Specific hits
Superfanilies Cellulase superfamily i

Hulti-donains
Description Pssmid Multi-dom E-value
[+|Cellulase[pfam00150], Cellulase (glycosyl hydrolase family 5); 215751 no 1.06e-55

ORF2(E-1)
w h-u-l-u-i

Query seq,
putative ADP-| mdms pocket 4 A A A
Specific hits

Superfanilies Glycosyltransferase_GTB_tupe superfamily

raltd-donains (5 RFG

Figura 24 — Dominios conservados encontrados nas sequéncias de aminoacidos
correspondentes a ORF1(E-1) e ORF2(E-1) ap6s comparagdo com o banco de dados
do CDD através da ferramenta BLASTp.
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Através da ferramenta Signal-Blast, foi identificado um peptideo sinal predito na
regido entre o primeiro e o sétimo aminoacido da sequéncia de aminoacidos da
sequéncia correspondente a E-1.

Em relacdo a comparagdo com o banco de dados do PDB, verificou-se que a
sequéncia de aminoacidos de E-1 apresentou 66% de identidade com a sequéncia de
aminoacidos da celulase Cel5 de Erwinia Chrysanthemi, com estrutura tridimensional
identificada no PDB como 1EGZ_A.

Ja a proteina codificada pela ORF2(E-1) apresentou identidade com a familia
GT1 das glicosil-transferases, sendo membro da superfamilia de glicosil-transferases do
tipo GTB. As (glicosil transferases sdo enzimas responsaveis pela biossintese de
dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos, através da catalise da reacédo de

formagao das ligagdes glicosidicas (LAIRSON et al., 2008).

3.4.4.2. Clone E-2

O tamanho do inserto metagendémico clonado em E-2, determinado pela digestao
enzimatica, foi de aproximadamente 2,3 kb (Figura 25).

O sequenciamento permitiu a identificagdo de uma ORF na fase de leitura -2,
denominada ORF1(E-2), como pode ser visualizado na Figura 26. A ORF1(E-2)
apresentou maior identidade de sequéncia (69%) com a celulase da familia GH5 de
Mycobacterium rhodesiae.

Por comparagao com o banco de dados do CDD, observou-se que assim como
E-1, a proteina codificada pela ORF1(E-2), denominada celulase E-2, apresentou em
sua sequéncia um dominio conservado de celulases da familia GH5 (Figura 27).
Também foi identificado um segundo dominio conservado, denominado Calx-beta, que
sdo dominios comuns em trocadores de calcio e sddio (SCHWARZ & BENZER, 1997).

Em relacdo a comparagdo com o banco de dados do PDB, verificou-se que a
sequéncia de aminoacidos correspondente a E-2 apresentou 59% de identidade com a
sequéncia de aminoacidos da endocelulase de Acidothermus Cellulolyticus, com
estrutura tridimensional identificada no PDB como 1ECE_A.

Através da ferramenta Signal-Blast, foi identificado um peptideo sinal predito na
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regido correspondente aos primeiros trinta e seis aminoacidos da sequéncia

correspondente a E-2.

M
2,5kb = A
— -—-——>
-—

B1
— -

1,0 kb
- =
-—
En

1,5kb

Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose 1,0% do perfil de restricao do clone E-2. A -
Banda correspondente ao vetor pUC19 linearizado. B1 e B2 - bandas referentes ao

inserto liberado. M - Marcador de peso molecular 1 kb.

A ORF 1 apresentou 98% de cobertura de sequéncia e
69% de identidade com celulase (GH5) de Mycobacterium

rhodesiae (WP_005142435) — E value =0

Fase de leitura -2 /

1 / 415 aminoacidos — 2,3 kb

ORF1(E-2)

Figura 26 - Esquema da organizacado da ORF localizada no inserto de DNA presente no
clone E-2. Através da ferramenta BLASTx a sequéncia de nucleotideos traduzida foi
comparada com o banco de sequéncias de aminoacidos do NCBI. O tamanho do

inserto esta indicado em kb, e as setas indicam a orientagao da ORF.
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Query seq, % w

Specific hits Calx-beta
Superfanilies Cellulase smer{'anlly

Hulti-domains

List of domain hits .
Description  Pssmld Multidom  E-value

{#Cellulase{pfam00150), Cellulase (glycosyl hydrolase family 5); A5751 om0 3dBe38
[+)Calx-beta[pfam03160), Calx-beta domain; 09 om0 Bdbe2
Figura 27 - Dominio conservado identificado na sequéncia de aminoacidos

correspondente a ORF1(E-2), apés comparacao com o banco de dados do CDD
através da ferramenta BLASTp.

3.4.4.3. Clone E-3

O tamanho do inserto metagendédmico clonado em E-3, determinado pela digestao

enzimatica, foi de aproximadamente 1,5 kb (Figura 28).

2,5

1,5

Figura 28 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% do perfil de restricdo do clone E-3. A -
Banda correspondente ao vetor pUC19 linearizado. B - banda referente ao inserto
liberado. M - Marcador de peso molecular 1 kb.
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O sequenciamento e analise do inserto de DNA clonado no clone E-3, permitiu a
identificacdo de apenas uma ORF, na fase de leitura +2, denominada ORF1(E-3),
apresentando 49% de identidade com celobiohidrolase de Mycobacterium sp. JDM 601
(Figura 29).

A comparacdo da sequéncia de aminoacidos da proteina codificada pela
ORF1(E-3), denominada E-3, com o banco de dados do CDD, resultou na identificacao
de um dominio conservado para glicosil hidrolases da familia 6 (GH6) (Figura 30). Os
representantes da familia GH6 sdo enzimas do tipo endoglucanases e
celobiohidrolases (LIU et al., 2010).

Em relacdo a comparacao com o banco de dados do PDB, verificou-se que a
sequéncia de aminoacidos correspondente a E-3 apresentou 46% de identidade com a
sequéncia de aminoacidos da endoglucanase Cel6 de Mycobacterium Tuberculosis,
com estrutura tridimensional identificada no PDB como 1UP3_A.

Através da ferramenta Signal-Blast, foi identificado um peptideo sinal predito na
regido correspondente aos primeiros trinta aminoacidos da sequéncia correspondente a
E-3.

A ORF 1 apresentou 89% de cobertura e 49% de
identidade com celobiohidrolase CelA de Mycobacterium
sp. JDM 601 (YP_004523900) E value = 1E-67

Fase de leitura +2 \
1 255 aminoacidos 1,5 kb

ORF 1(E-3)

Figura 29 - Esquema da organizacado da ORF localizada no inserto de DNA presente no
clone E-3. Através da ferramenta BLASTx a sequéncia de nucleotideos traduzida foi
comparada com o banco de sequéncias de aminoacidos do NCBI. O tamanho do
inserto esta indicado em kb, e a seta indica a orientacao da ORF.

Existe apenas um relato na literatura (BELOQUI et al., 2010) que descreve o
isolamento de uma enzima pertencente a familia GH6 a partir da triagem funcional de

uma biblioteca metagenémica construida a partir de metagenoma de minhoca. A
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maioria das celulases identificadas a partir da triagem funcional de bibliotecas
metagendmicas apresentou identidade com glicosil hidrolases da familia 5 e 9 (GH5 e
GH9) (DUAN & FENG, 2010). As razdes para isso podem estar relacionadas ao fato
dessas enzimas serem mais facilmente expressas em Escherichia coli e também pela
abundancia dos genes que codificam GH5 e GH9 no genoma de bactérias (KRAUSE et
al., 2003, TAYLOR et al., 2006, XIE et al., 2007).

i Slﬂ 100 150 200 254
1
Query seq, — | i ———————— e e

Specific hits
Superfanilies Glyco_hydro_6 superfamily

Hulti-donains

List of domain hits ]

Description  Pssmid Multi-dom E-value
[+]Glyco_hydro_6[pfam01341}, Glycosyl hydrolases family 6; 216443 no 12373

Figura 30 - Dominio conservado identificado na sequéncia de aminoacidos
correspondente a ORF1(E-3), apdés comparacao com o banco de dados do CDD pela
ferramenta BLASTp.

3.4.4.4. Clone X-1

A digestao do DNA plasmidial extraido do clone X-1, indicou a presenca de um
inserto com aproximadamente 7,0 kb (Figura 31).

Visando facilitar as etapas de sequenciamento para identificacdo da ORF
codificante para xilanase no inserto de aproximadamente 7,0 kb, foi construida uma
sub-biblioteca contendo clones com insertos na faixa de 1 a 2 kb. A triagem funcional
dos clones da sub-biblioteca permitiu identificacdo de um clone com atividade
enzimatica, contendo um inserto de aproximadamente 2,2 kb.

O sequenciamento deste inserto resultou na identificacao de uma ORF, na fase
de leitura +2, denominada ORF1(X-1), com 61% de identidade com a endo-1,4-beta-
xilanase de Cellvibrio mixtus, como pode ser verificado na Figura 32. Neste caso, a
proteina com estrutura tridimensional depositada no PDB com maior identidade em

relacdo a sequéncia de aminoacidos da ORF1(X-1) é a prépria endo-1,4-beta-xilanase
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de C. mixtus (identificacdo no PDB - 2CNC_A).

Figura 31 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% do perfil de restricdo do clone obtido
pela sub-clonagem de X-1. A - Banda correspondente ao vetor pUC19 linearizado. B1 e
B2 - bandas referentes ao inserto liberado. M - Marcador de peso molecular 1 kb.

A ORF 1 apresentou 93% de cobertura e 61% de
identidade com endo-1,4-beta-xilanase de Cellvibrio
mixtus (AAD09439) — E value = 3E-163

Fase de leitura +2 \
1 —— 380 aminoacidos % 2,2 kb

ORF1(X-1)

Figura 32 — Esquema da organizacao da ORF localizada no inserto de DNA presente
no clone X-1. Através da ferramenta BLASTx a sequéncia de nucleotideos traduzida foi
comparada com o banco de sequéncias de aminoacidos do NCBI. O tamanho do
inserto esta indicado em kb, e a seta indica a orientacao da ORF.

Em relacdo a analise da presenca de dominios conservados, por comparagao
com o banco de dados do CDD, foi identificado um dominio conservado para glicosil

hidrolases da familia 10 (GH10) (Figura 33), cujos representantes sdo enzimas do tipo
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endo-1,4-B-xilanases, endo-1,3-R-xilanases e celobiohidrolases (SHI et al.,, 2013). A
enzima codificada pela ORF1(X-1) foi denominada de xilanase X-1.

Através da ferramenta Signal-Blast, foi identificado um peptideo sinal predito na
regiao correspondente aos primeiros trinta e seis aminoacidos da sequéncia

correspondente a X-1.

h 1000 1140
RF +1 w

Superfanilies Glyco_hydro_10 superfamily )

Llst of domalin hits

Description Pssmld Multi-dom E-valuo
[+]G|yco hydro_10[pfam00331), Glycosy! hydrolase family 10; 215862 no 6.47¢-86

Figura 33 — Dominio conservado identificado na sequéncia de aminoacidos
correspondente a ORF1(X-1), apdés comparacdo com o banco de dados do CDD pela
ferramenta BLASTp.

3.4.4.5. Clone X-2

A digestao do DNA plasmidial extraido do clone X-2, indicou a presenca de um
inserto com aproximadamente 3,5 kb (Figura 34).

O sequenciamento e analise do inserto, permitiu a identificacdo de duas ORFs
(Figura 35), denominadas ORF1(X-2) e ORF2(X-2). Neste caso, ambas as ORFs
apresentaram identidade com proteinas sintetizadas pela espécie Sphingomonas
elodea.

A Figura 36 ilustra os dominios conservados identificados em cada uma das
ORFs através da comparagcao com o banco de dados do CDD.

A proteina codificada pela ORF1(X-2) apresentou identidade com dominios
conservados do tipo ACT. Esses dominios estao presentes em proteinas envolvidas no
controle do metabolismo, transporte de solutos e transducao de sinal, e cuja atividade &
regulada por diferentes concentragcdes de aminoacidos especificos (GRANT, 2006).

A proteina codificada pela ORF2(X-2), denominada X-2, apresentou identidade
com o dominio conservado presente na familia 16 de glicosil hidrolases (GH16). Alguns

exemplos de enzimas classificadas na familia GH16 sao xiloglucanases, endo-1,4-3-
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galactosidases, endo-1,3-B-glucanases e liguenases, que atuam na hidrélise de
ligacbes do tipo B — 1,4 e B — 1,3 em glucanos e galactanos (EKLOF & BRUMER,
2010).

3,5kb

2,5kb

Figura 34 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% do perfil de restricao do clone X-2. (A)
Banda correspondente ao vetor pUC19 linearizado, (B) banda correspondente ao
inserto liberado e (M) Marcador de peso molecular 1 kb.

A ORF 1 apresentou 99% de cobertura de sequéncia e 82%
de identidade com uridil transferase de Sphingomonas
elodea (WP_010544327) — Evalue = 7E-30

Fase de Ieitura:N
1 —I 242 aminoécidos>-| 276 aminoa’cidos>— 3,5kb

ORF1(X-2) ORF2(X-2)

A ORF 2 apresentou 94% de cobertura de sequéncia
e 70% de identidade com glicosil hidrolase de
Sphingomonas elodea (WP_010544485 ) —Evalue =
4E-138

Figura 35 — Esquema da organizacao das ORFs localizadas no inserto de DNA
presente no clone X-2. Através da ferramenta BLASTx as sequéncias de nucleotideos
traduzidas foram comparadas com o banco de sequéncias de aminoacidos do NCBI. O
tamanho do inserto esta indicado em kb, e as setas indicam a orientacéo das ORFs.
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ORF1(X2)

128 250 375 S00 625 728

RF +1 [

specific hits ACT_UUR—1ike_1 ACT_UUR-ACR-11ke

Superfanilies ACT superfamily ACT superfamily

Hulti-donains

List of domain hits d

Description Pssmld Multi-dom E-value

]:+]ACT_UUR-|ike_1[cd04900], ACT domain family, ACT_UUR-like_ 153172 no 1.19e-19

ORFZ[XZ) 125 250 375 so0 625 %0 804

RF +1
active site J dl
catalytic residues M)

Specific hits
Superfanilies Glyco_hydrolase_16 superfamily

Hulti-domains

List of domain hits .

B Description Pssmid Multi-dom E-value
+]GH16_laminarinase_like[cd08023], Laminarinase, member of the glycosyl hydrolase family 16 185693 no 1.02¢-68

Figura 36 — Dominios conservados identificados nas sequéncias de aminoacidos
correspondentes a ORF1(X-2) e ORF2(X-2) ap6s comparagdo com o banco de dados
do CDD pela ferramenta BLASTp.

Em relacdo a comparagdao com o banco de dados do PDB, verificou-se que a
sequéncia de aminoacidos correspondente a X-2 apresentou 48% de identidade com a
sequéncia de aminoacidos da laminarase de Rhodothermus Marinus, com estrutura
tridimensional identificada no PDB como 3ILN_A.

Através da ferramenta Signal-Blast, foi identificado um peptideo sinal predito na
regido correspondente aos primeiros vinte e trés aminoacidos da sequéncia
correspondente a X-2.

Curiosamente, apesar do clone X-2 ter sido identificado através da formacao de
halo de hidrolise em xilana, ndo foi encontrada nenhuma ORF com identidade para
xilanases.

Como descrito anteriormente, foi verificada atividade enzimatica do clone X-2
tanto em xilana, que contém predominantemente ligacdes glicosidicas do tipo 3(1->4)
entre residuos de xilose, em B-glucano e liguenana, compostos pela alternancia de
ligacdes glicosidicas do tipo R(1>3) e 3(1>4) em diferentes proporcdes entre residuos
de glicose. Isso sugere que a enzima X-2, apresentou caracteristica bifuncional, ou

seja, capaz de atuar em substratos com caracteristicas distintas. Algo semelhante foi
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verificado para liquenase de Thermomonospora sp., com um unico sitio ativo capaz de
hidrolisar liquenana e xilana (ANISH & RAO, 2007).

3.5. Conclusoes

Neste capitulo foram descritas as estratégias metagenédmicas desenvolvidas
visando a identificacdo de novos genes codificantes para enzimas envolvidas na
degradacdo dos componentes da parede celular vegetal no metagenoma de solo de
canavial.

As abordagens baseadas em homologia de sequéncia nucleotidica, que
envolveram a realizagcédo de reagdes de PCR para a amplificagdo de genes alvos, nao
permitiram o isolamento dos genes de interesse. Uma das razdes para isso pode estar
relacionada a elevada diversidade de sequéncias nucleotidicas presente nas amostras
de DNA metagendmico utilizadas como alvo, o que favoreceu a ocorréncia de
amplificacdes inespecificas.

Por outro lado, através da triagem funcional dos clones da biblioteca
metagendmica derivada da etapa de enriquecimento (BCB), foi possivel a identificagao
de trés clones (E-1, E-2 e E-3) com atividade celulolitica e dois clones (X-1 e X-2) com
atividade xilanolitica. A analise dos dados gerados pelo sequenciamento dos insertos
de cada um dos clones resultou na identificagdo de ORFs com identidade para genes
de diferentes familias de glicosil hidrolases.

O clone E-1 apresentou uma ORF com 79% de identidade com a endo-1,4-beta-
glucanase de Cellvibrio japonicus UEDA 107. A proteina codificada por esta ORF
recebeu o nome de celulase E-1. A regidao N-terminal de E-1 apresentou identidade com
o dominio conservado de celulases da familia GH5. Ja em relagcéo a regido C-terminal
foram encontrados indicios da existéncia de um CBM, principalmente pela identificacédo
de um provavel linker rico em residuos de serina e de aminoacidos aromaticos nesta
regiao.

O clone E-2 apresentou uma ORF com 69% identidade com a celulase de
Mycobacterium rhodesiae. A sequéncia de aminoacidos da celulase codificada por esta
ORF, denominada celulase E-2, também apresentou identidade com o dominio

conservado da familia GH5.
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O clone E-3, apresentou uma ORF com 49% de identidade com celobiohidrolase
de Mycobacterium sp. JDM 601. A sequéncia de aminoacidos da enzima codificada por
esta ORF, denominada celulase E-3, apresentou identidade com dominios conservados
da familia GHG6.

A ORF identificada no clone X-1 apresentou 61% de identidade com a endo-1,4-
beta-xilanase de Cellvibrio mixtus. A xilanase X-1, codificada por esta ORF, apresentou
em sua sequéncia um dominio conservado com identidade para xilanases da familia
GH10.

O clone X-2 apresentou uma ORF com 70% de identidade com glicosil hidrolase
de Sphingomonas elodea. A anadlise da sequéncia de aminoacidos da proteina
codificada por esta ORF permitiu a identificagdo de um dominio conservado comum as
glicosil hidrolases da familia 16 (GH16).

As enzimas identificadas nesta etapa do trabalho apresentam-se como
potenciais alvos de caracterizacdo bioquimica e estrutural, visando a avaliacdo da
potencial aplicagdo das mesmas em processos de conversao da biomassa vegetal.

Comumente, a frequéncia de clones positivos identificados por meio da triagem
funcional de bibliotecas metagendmicas é baixa, principalmente devido as dificuldades
inerentes ao método como: necessidade da clonagem de genes completos, ocorréncia
da transcricdo de RNA mensageiro, sintese proteica em quantidades suficientes para
que a atividade enzimatica possa ser detectada associada ao correto enovelamento
proteico e secregao para o meio extracelular. No presente trabalho a frequéncia de
clones positivos identificados por megabase de DNA triado foi superior a outros valores
descritos na literatura. Este fato pode estar diretamente relacionado a etapa de
enriquecimento que deu origem ao consorcio microbiano do qual foi extraido o DNA
metagendmico empregado na construgao da biblioteca submetida a triagem funcional.

Por fim, as bibliotecas metagenémicas descritas neste trabalho podem ser
empregadas na busca por genes que codificam enzimas envolvidas em diferentes
processos metabdlicos, em virtude da diversidade funcional presente nas amostras de

DNA metagendmico das quais derivaram.
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CAPITULO 4- CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DA CELULASE
E-1 E DA XILANASE X-1 E AVALIAGAO DA APLICAGAO EM
PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

4.1. Introducao

A triagem funcional da biblioteca metagendmica construida a partir do DNA
extraido do consorcio microbiano resultou na identificagdo de novas enzimas com
habilidade de degradar polissacarideos presentes na parede celular vegetal.

As ORFs dos clones E-1 e X-1 que apresentaram identidade, respectivamente,
com celulases da familia GH5 e xilanases da familia GH10 foram clonadas e
caracterizadas bioquimicamente.

As informacgdes obtidas nesta etapa do trabalho foram importantes para a

caracterizagao da potencial aplicagao destas enzimas em processos biotecnolégicos.

4.2. Objetivos do Capitulo

- Clonagem, expressao heteréloga e caracterizagédo bioquimica da celulase E-1 e

da xilanase X-1;

- Avaliacdo da atividade enzimatica de ambas as enzimas em substratos
complexos, visando sua aplicagdo em processos de conversédo de biomassa vegetal em

bioprodutos.

4.3. Materiais e Métodos

4.3.1. Desenho dos oligonucleotideos iniciadores para

amplificagcao dos genes e clonagem em vetor de expressao

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados visando a clonagem dos
genes de interesse no vetor de expressao pET-28a (Novagen) em fusdo com cauda de

histidina na regido N-terminal. Primeiramente, as ORFs foram analisadas
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individualmente em relacdo aos sitios de restricdo presentes nas sequéncias, através
da ferramenta NEBufferCutter (disponivel em:
http://tools.NEBuffer.com/NEBUFFERcutter2/). Os sitios de restricao foram escolhidos
de acordo com os sitios disponiveis para clonagem no vetor e ausentes nas ORFs
analisadas.

A ORF1(E-1) e ORF1(X-1), excluindo as regides correspondentes aos peptideos-
sinal preditos, foram utilizadas como molde para o desenho dos oligonucleotideos
iniciadores, que foi realizado com o auxilio da ferramenta OligoAnalyzer
(www.idtdna.com). Além da sequéncia complementar ao DNA alvo e dos sitios de
restricdo, foram adicionadas bases extras nas extremidades 5 dos oligonucleotideos
iniciadores diretos e reversos, necessarias para ancoragem das enzimas de restricdo. O
numero de bases adicionais foi determinado de acordo com a tabela disponivel em:
http://www.NEBuffer.com/NEBufferecomm/tech_reference/restriction_enzymes/cleavage
olignucleotides_old.pdf.

A Tabela 11 apresenta os oligonucleotideos iniciadores desenhados e utilizados
nas reacoes de PCR. A temperatura de anelamento (Ta) se refere a sequéncia que se

anela ao gene molde.

Tabela 11 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagbes de PCR. As cores
indicam os sitios de restricdo enzimatica: amarelo — Ndel e azul — BamH| . E-1 =
Celulase E-1, E-1 Cat= Apenas o dominio catalitico da celulase E-1, X-1= xilanase X-1.
Ta indica a temperatura de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores construidos.

Genes Oligonucleotideos iniciadores diretos (5> 3’) Oligonucleotideos iniciadores reversos (52> 3’)
Alvos
E-1 TATATATCATATGGTCGCACCCATTACTACCAGC ATABBEETTACCAGTTATCGAACTTCACATTA
Ta=58°C Ta=52°C
E-1 Cat TATATATCATATGGTCGCACCCATTACTACCAGC ATABETTACGGCCAACCGGAAATAAT
Ta=58°C Ta= 53°C
X-1 TATATATCATATGGCCAAAGCCGCAGAGCGC ATABEEEBTTACTTCTTCAAATCCAGCAA
Ta=50,1°C Ta=49,9°C
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4.3.2. Amplificagcao dos genes por PCR

Todas as PCRs foram realizadas utilizando como alvo a solugao dos plasmideos
extraidos dos clones positivos. As condi¢gdes de reacbdes foram: 34,5 pL de agua
ultrapura estéril, 10 yL de tampé&o Phusion® HF 5X (Finzzymes), 1 uL de dNTP 10 mM,
1,0 uL de cada um dos oligonucleotideos iniciadores (direto e reverso) 10 pmol/uL, 1,0
ML do DNA molde (concentragao entre 50 e 100 ng/uL), 1,0 yL de DMSO e 1 U da Taq
Phusion® HF DNA polimerase (Finzzymes), totalizando um volume de reacéo final de
50 uL. As reagdes foram realizadas no termociclador MasterCycler pro-S da Eppendorf.

Todos os oligonucleotideos iniciadores apresentaram temperatura de
anelamento préxima de 55°C, o que possibilitou a amplificagdo de todos os genes a
partir das seguintes condig¢des: 1 ciclo de 1 minuto a 98°C, 30 ciclos de 20 segundos a
98°C, 30 segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C e um ultimo ciclo de 10 minutos a 72°C.

A confirmagcdo da amplificacdo dos genes de interesse foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 1,0%, 90 V por 60 minutos, utilizando como padrédo de
peso molecular o marcador 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). As bandas foram
visualizadas em transiluminador de luz UV, apés tratamento com brometo de etideo
0,25 pg/mL por 15 minutos e as imagens capturadas através do fotodocumentador Gel

Logic 6000Pro da marca Carestream.
4.3.3. Purificagao dos fragmentos amplificados
A purificacdo dos fragmentos amplificados por PCR foi feita através do kit GFX™
PCR DNA and gel band purification da GE Healthcare.
4.3.4. Digestao dos fragmentos de PCR
Os produtos de PCR purificados foram submetidos a digestdo com as enzimas
de restricdo adequadas, através da seguinte reacdo: 12 uL do fragmento purificado
(com concentragédo de aproximadamente 30 ng/ uL), 2 yL de tampao 10 X (NEBuffer 2 -

New England Biolabs), 10 U de cada uma das enzimas de restricdo Ndel e BamHI

(ambas da New England Biolabs) e 4 uL de agua, completando o volume para 20 uL. A
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reacao foi incubada por 2 horas a 37°C e posteriormente inativada por 20 minutos a

65°C. Em seguida, a reacdo enzimatica foi diretamente purificada através do kit GFX™
PCR DNA and gel band purification da GE Healthcare.

4.3.5. Preparo do vetor pET-28a

O vetor pET-28a (Novagen — Figura 37), € comumente utilizado para expressao
heteréloga de enzimas em sistemas bacterianos.

Xho I[153)
Net l{165)
Eag lii86)
Hind 1{173}
Sal lj179)
Sac [{190)
EcoR li19z)
BamH K188}
Nha {231}
MNde liz34)
MNeo fj2946)

Bput102 1iad)
Dra lIi5127)

Pwu lpa425)
Sgf l{4a26)
lja300)
Sma j4300) Ml f{#123)
Bal {1137

BsiE a0

pET-28a(+)

(5368bp)

(ZggL-gL0) 10

EcedT arrz) EcoR W{1673)
Hpa l;1623)
AbwN 13640}

BssS I(3397) Fahi kTaeay

Bspl U1 lfazaa; Byl ijz187)

Sap 1(2108) Fasp 2208)
Bst1107 1(2685) Pspd lizzan)
Tth111 l[za63)

Figura 37 - Mapa do vetor de expressao pET-28a.

O vetor foi preparado da seguinte forma: 40 pyL do vetor (concentragao
aproximada de 100 ng/uL), 10 uL do tampao 10 X (NEBuffer 2 - New England Biolabs),
10 U da cada enzima (Ndel e BamHI, ambas da New England Biolabs) e agua ultrapura
estéril para completar o volume final de 100 pL. A reacao foi incubada a 37°C por 2
horas e posteriormente inativada a 65°C por 20 minutos. Como forma de prevenir a

religacdo do vetor, nos casos em que a dupla digestdo n&o tenha sido completa, a
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amostra contendo o vetor digerido foi submetida a desfosforilagdo. Para isso, pelo fato
do tampao NEBuffer 2 ser compativel com o uso da enzima CIP (calf intestinal
phosphatase - New England Biolabs), apenas foram adicionados 10 U da enzima ao
tubo contendo a reagdo de digestdo previamente inativada. A reagao foi incubada a
37°C por 45 minutos e posteriormente inativada por 20 minutos a 65°C.

O produto da reagao foi purificado por eletroforese em gel de agarose 0,6%, em
tampao TAE 1 X. A banda referente ao plasmideo foi recuperada do gel e purificada
com o kit GFX™ PCR DNA and gel band purification (GE Healthcare).

4.3.6. Reacgao de ligacao

Esta etapa consistiu na ligagédo dos insertos digeridos e purificados ao vetor pET-
28a digerido e desfosforilado, seguindo as recomendagdes do fabricante, disponivel
em: http://lifeserv.bgu.ac.il/wb/zarivach/media/protocols/Novagen pET system
manual.pdf. As reacdes consistiram em 0,2 pmol do inserto purificado (a conversao de
Mg/uL  para pmol foi feita através da ferramenta disponivel em:
http://www.promega.com/techserv/tools/biomath/calc01.htm), 50 ng do vetor pET-28a
digerido e desfosforilado, 2 uL do tampao 10 X da ligase (Promega), 1 uyL da T4 DNA
ligase e o volume foi completado com agua ultrapura estéril para 20 yL. A reacéao foi

entdo incubada a 16°C por aproximadamente 16 horas.

4.3.7. Confirmagao da clonagem em pET-28a

As clonagens foram confirmadas através de reagdes de digestdes enzimaticas,
contendo: 5 yL do DNA plasmidial, 2 yL do tampao 10 X (NEBuffer 2 - NewEngland
Biolabs), 10 U pyL de cada uma das enzimas (Ndel e BamHI) e 4gua para completar o
volume final de 15 pL.

Como forma de avaliar se as sequéncias clonadas estavam corretas em relagao
as sequéncias de nucleotideos originais, os plasmideos extraidos foram sequenciados
com os oligonucleotideos iniciadores especificos do vetor (T7 “sequencing primer” — 5’
TAATACGACTCACTATAGGG 3, T7 “terminator primer” - 5
CTAGTTATTGCTCAGCGGTG 3)).
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4.3.8. Cepas utilizadas

Primeiramente os produtos das reagdes de ligagdao foram transformados em
E.coli linhagem DH5a com o objetivo de multiplicagdo dos plasmideos recombinantes.
Em seguida os plasmideos foram transformados nas seguintes linhagens de E.coli:
BL21(DE3), ArticExpress(DE3) (ambas da Strategene), Rosetta2(DE3) e Rosetta-
gami2(DE3)pLysS (ambas da Novagen), que sao destinadas a expressao heterdloga de
proteinas. A designagao DE3 indica que a célula hospedeira € um liségeno do fago
ADE3, e que, portanto carrega uma copia cromossomal do gene da T7 RNA polimerase,
sob o controle do promotor lacUVS5, que sofre indugéo por IPTG. A designagao pLysS
indica a presenca do plasmideo que codifica a lisozima T7, um inibidor natural da T7
RNA polimerase, que auxilia na supressao da expressao basal da T7 RNA polimerase
antes da fase de indugdo. Todas as linhagens citadas sdo compativeis com vetores
pPET e outros tipos de vetores cuja expressao é controlada pelo promotor T7.

A linhagem BL21(DE3) é normalmente a primeira a ser avaliada nos testes de
expressao de proteinas heteréloga em E.coli, pois possui baixo nivel de produgao de
proteases, envolvidas na degradacdo da proteina alvo. Ja a linhagem
ArticExpress(DE3) é derivada da linhagem BL21-Gold, e é adequada para contornar os
casos em que a superexpressao resulta no enovelamento incorreto das proteinas
fazendo com que elas se aglomerem nos chamados corpos de inclusdo. O aumento da
solubilidade ocorre pelo fato de que essa linhagem é capaz de expressar chaperoninas,
cuja fungcdo € auxiliar no correto enovelamento das proteinas. A linhagem
Rosetta2(DE3), também derivada da linhagem BL21, é recomendada para a expressao
de proteinas que contém cddons raramente utilizados em E.coli. Esta linhagem dispde
de genes no plasmideo pRARE que codifica tRNAS para sete cédons raros em E.coli.
Ao oferecer estes codons raros, a expressao passa a nao ser mais limitada pelos
cdédons utilizados especificamente pela E.coli. Por ultimo, a linhagem Rosetta-
gami2(DE3)pLysS contém genes que codificam tRNAs para cdédons raros e possui
caracteristicas que facilitam a formagcao de pontes dissulfeto durante a expressao

heterdloga (todas as informagdes apresentadas foram fornecidas pelos fabricantes).
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4.3.9. Preparo de células calcio competentes

Todas as células utilizadas nas etapas de transformacio foram preparadas da
seguinte forma: uma colénia da linhagem de interesse foi inoculada em tubo de ensaio
estéril contendo 10 mL de meio LB e incubada a 37°C por cerca de 16 horas com
agitacado de 250 rpm. No dia seguinte, o conteudo do tubo foi transferido para um frasco
tipo Erlenmeyer de 1 L contendo 400 mL de meio LB e incubado a 37°C sob agitagao
de 200 rpm. Tendo se atingido a absorbancia a 600 nm entre 0,3 e 0,4, a cultura foi
dividida em oito tubos tipo Falcon (50 mL) e centrifugada a 4.000 x g por 10 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram ressuspensos em 4 mL de
solucao de CaCl, 0,1 M contendo 10% de glicerol, e incubados por 15 minutos no gelo.
Transcorrido este periodo, os tubos foram novamente centrifugados nas mesmas
condicdes anteriores, e os sobrenadantes descartados. Nesta etapa, os pellets foram
ressuspensos em 500 uL da solugédo de CaCl; 0,1 M com 10% de glicerol e aliquotados
em fragdes de 100 pL, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas

em ultrafreezer a - 80°C.

4.3.10. Transformacao por choque térmico

As transformacdes por choque térmico foram realizadas pela adicdo de 5 uL do
produto da reagao de ligagdo a 50 yL da suspenséo de células calcio competentes. A
mistura foi incubada em gelo por 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi incubada a
42°C por 90 segundos, e em seguida rapidamente resfriada a 4°C. Para a recuperagao
das células transformadas foram adicionados 900 pL de meio SOC, seguido por
incubacdo a 37°C e 250 rpm de agitagao por 1 hora. Apds o periodo de recuperagéao, as
células foram plaqueadas em meio LB sodlido, contendo 50 ug/mL do antibidtico

canamicina. As placas foram entdo incubadas a 37°C por aproximadamente 16 horas.
4.3.11. Testes de expressao

Os plasmideos extraidos de E.coli linhagem DH5a foram transformados nas
linhagens de E.coli BL21(DE3), ArticExpress(DE3), Rosetta2(DE3) e Rosetta-
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gami2(DE3)pLysS.

Foram realizados testes de expressao em diferentes condigdes para avaliar o
nivel de expressdo e solubilidade das enzimas em cada condi¢cdo. Primeiramente
colbnias resultantes das transformacgdes foram inoculadas em 5 mL de meio LB com
canamicina (50 pg/mL) no caso das linhagens Rosetta2(DE3) e BL21(DE3), enquanto
que para a ArticExpress(DE3) o pré-inéculo foi feito em meio LB com canamicina (50
pg/mL) e gentamicina (12 ug/mL). Em relagao a cepa Rosetta-gami2(DE3)pLysS, o pré-
in6culo foi feito em meio LB contendo canamicina (50 pg/mL), estreptomicina (50
pg/mL), tetraciclina (12,5 ug/mL) e cloranfenicol (34 pug/mL). Todos os inéculos foram
incubados a 37°C com agitacdo de 200 rpm por cerca de 16 horas. Posteriormente 5
mL de cada pré-inéculo foi inoculado em 50 mL de LB com canamicina (50 ug/mL) no
caso da Rosetta2(DE3), Rosetta-gami2(DE3)pLysS e BL21(DE3), e sem nenhum
antibiético no caso da ArticExpress(DE3). Em relacéo as trés primeiras linhagens, apos
0 in6culo, os frascos foram incubados a 37°C sob agitacdo de 250 rpm até atingir a
absorbancia a 600 nm de 0,6, com posterior adicdo do indutor IPTG na concentragao
final de 0,5 mM. No caso da ArticExpress(DE3), os frascos inoculados foram incubados
a 30°C por 3 horas sob agitacdo de 220 rpm e em seguida foram adicionados de IPTG
na concentracio final de 1 mM.

No caso Rosetta2(DE3), as indug¢des foram realizadas a 18°C por 16 horas, 180
rom de agitacdo e a 30°C por 4 horas, 200 rpm de agitacdo. As expressdes nas
linhagens Rosetta-gami2(DE3)pLysS e BL21(DE3) foram realizados a 37°C por 4 horas,
200 rpm. Em relagdo a ArticExpress(DE3), a inducdo foi avaliada a 12°C por
aproximadamente 16 horas sob agitagao de 180 rpm.

Transcorrido o tempo de indugao, as culturas foram centrifugadas a 5.800 x g
por 30 minutos. Os pellets resultantes da expressao foram solubilizados em 5 mL de
tampao A (20 mM de fosfato de sédio, 100 mM de cloreto de sédio e 5 mM de imidazol,
pH 7,4) contendo lisozima e PMSF na concentragao final de 0,5 mg/mL e 1 mM,
respectivamente, e incubados sob agitagdo por 30 minutos para lise das células.
Posteriormente as células foram sonicadas em ultrasonicador (Sonics Vibra-cell) com
40% de amplitude maxima, durante 10 segundos e intervalos de 50 segundos por sete

vezes, a 4°C. ApoOs a sonicagao, as células foram centrifugadas a 5.800 x g por 40
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minutos a 4°C.

Os testes de expressdo foram avaliados por SDS-PAGE (12,5% gel de
separacao e 4% gel de empilhamento), onde 20 pyL das amostras foram misturadas com
10 yL do tampéo Laemmli 3 X e aquecidas por 5 minutos a 99°C. Apds a corrida, os
géis foram corados em solugéo de coomassie brilliant blue e descorados com a solugao

destain (10% de acido acético, 40% de etanol).

4.3.12. Purificacao proteica

A purificagao proteica foi realizada por cromatografia de afinidade com metal
imobilizado (IMAC), neste caso o Ni**, que apresenta alta afinidade pela cauda de
histidina, clonada em fusdo com as sequéncias das proteinas de interesse.

As amostras foram injetadas a 0,5 mL/min em uma coluna de 5 mL His-Trap-Ni-
NTA (GE Healthcare), previamente equilibrada com tampao A. A elui¢ao foi feita através
de gradiente de 0 a 100% do tampéao B (20 mM de fosfato de sddio, 200 mM de cloreto
de sédio e 500 mM de imidazol, pH 7,4) em 20 volumes de coluna (20 VC), com fluxo
de 1,0 mL/min e recolhimento das fragbes de 2 mL. As fragdes cromatograficas
equivalentes aos picos de absorbancia a 280 nm com intensidade maior que 150 mAU
foram submetidas a atividade enzimatica em substratos apropriados visando a
confirmacao da presenca das proteinas de interesse nas fragdes avaliadas.

As fracbes positivas para os testes de atividade enzimatica foram analisadas por
SDS-PAGE.

No caso da necessidade de realizagdo de mais uma etapa cromatografica, as
fragdes foram concentradas em concentrador do tipo VivaSpin com 10 kDa de corte (Ge
Healthcare) até o volume final de 1 mL. A concentragao teve como objetivo o preparo
da amostra para a cromatografia de filtragdo em gel onde as proteinas sao separadas
em funcdo do peso molecular. Nesta etapa, 1 mL da amostra foi aplicado na coluna de
filtracdo em gel Superdex 10/300 75 GL (Gel Filtration Column — GE Healthcare),
previamente equilibrada com 36 mL de tampao fosfato de sédio 20 mM e NaCl 50 mM,
pH 7,4. A eluicao foi realizada em um volume final de 36 mL, a 0,5 mL/min e
recolhimento de fragdes de 2 mL. As fracdes equivalentes aos picos de absorbancia a

280 nm com intensidade maior que 150 mAU foram submetidas a atividade enzimatica
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em substrato adequado visando confirmar a presenga da proteina de interesse na
fracdo avaliada. O grau de pureza foi avaliado a partir de SDS-PAGE.

Nos casos em que ndo houve a necessidade da realizagdo da cromatografia de
fitracdo em gel, as amostras foram dialisadas para a remog¢ado do imidazol em
concentrador tipo VivaSpin (GE).

Em alguns casos, visando proteger as amostras purificadas da degradagao por
protedlise, foram adicionados 10 pyL de uma solucdo contendo uma mistura de
diferentes inibidores de proteases 100 X concentrada (Protease Inhibitor Cocktail —

Amresco) para cada 1 mL de amostra proteica.

4.3.13. Zimografia

A zimografia € uma técnica eletroforética que consiste na copolimerizagéo do gel
de poliacrilamida com um substrato de interesse, visando a deteccdo de determinada
atividade enzimatica em uma amostra proteica (CHOI et al., 2009).

Neste caso, foi utilizado gel de poliacrilamida 12% contendo 0,1% (m/v) de CMC.
Antes de serem aplicadas no gel, as amostras foram misturas com tampao Laemmli 3 X
e aquecidas a 99°C por 5 minutos, para a desnaturacao parcial das enzimas. A corrida
em SDS-PAGE foi feita por 2 horas a 110 V. Terminado esse tempo, o gel foi lavado
com uma solucéo 0,1% (v/v) de Triton X-100 por 30 minutos. Essa lavagem teve como
objetivo a remocéo do SDS, facilitando o reenovelamento das enzimas para que fossem
capazes de recuperar sua conformagao ativa. Posteriormente, o gel foi submetido a
duas novas lavagens, de 30 minutos cada, com tampéao acetato de sddio 0,1 M, pH 5,5,
adequado para a atividade enzimatica. Em seguida, o gel foi incubado a 50°C, em
solugdo de vermelho congo 0,1% por 30 minutos, para visualizacdo da formagao de

halos de degradacéo.

4.3.14. Ensaios de ligagao a substratos insoluveis

Como forma de avaliar a presengca de um provavel dominio de ligagdo a
carboidratos (CBM) na celulase E-1, foram realizados ensaios de ligagado a substratos

insoluveis de acordo com o proposto por Okazaki et al., 2002, com algumas
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modificacdes. O experimento consistiu basicamente na incubagao de aproximadamente
1 ug de proteina com 200 uL de solugdo contendo 30 mg/mL de substrato insoluvel
dissolvido em tampao acetato de aménio 25 mM, pH 5,0, por 20 minutos, a 8°C, sob
agitacdo constante de 1.000 rpm. Transcorrido o periodo de incubacédo, o tubo
contendo a reacéao foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi
coletado e concentrado a vacuo (Concentrator plus — Eppendorf), até que o volume de
20 L fosse atingido. Posteriormente, foram adicionados 10 pyL de tampao Laemmli
(3X), e a amostra foi aquecida por 5 minutos a 99°C para avaliagdo por SDS-PAGE. A
fracao insoluvel foi lavada trés vezes com 1 mL de tampao acetato de amonio 25 mM,
pH 5,0 contendo 1 M de NaCl. Apds as lavagens, foram adicionados 100 puL do tampao
Laemmli (3X) ao precipitado para a desnaturagdo das proteinas aderidas através de
incubacdo a 99°C com agitacdo de 1.000 rpm por 5 minutos. Apdés a incubacgédo a
mistura foi centrifugada por 10 minutos a 12.000 x g e o sobrenadante coletado para ser
analisado por SDS-PAGE.

A capacidade da enzima em se ligar ou ndo ao substrato insoluvel foi avaliada
pelo aparecimento da banda correspondente a enzima na fragao soluvel (ndo ligada ao

substrato) ou na fragao insoluvel (ligada ao substrato).

4.3.15. Preparo da amostra para analise em LC-MS/MS

A espectrometria de massas € uma técnica muito utilizada para a identificacdo de
moléculas, como por exemplo, proteinas, puras ou em misturas, através da ionizagao e
posterior separag¢ao pela razao massa/carga (m/z) desses ions.

Neste trabalho, a plataforma utilizada foi a de espectrometria de massas em
tandem (MS/MS) acoplada a cromatografia liquida de ultra-performance (UPLC-MS/MS
ou uPLC-QUAD-TOF).

Para analise de proteinas por espectrometria de massas, primeiramente a
amostra proteica foi submetida a separacdo por SDS-PAGE. Apds a eletroforese e
visualizacdo das bandas através da coloracdo com coomassie blue, recortou-se as
regides do gel correspondente as proteinas de interesse (cortes de aproximadamente 1
mm). As bandas foram incubadas com solu¢do descorante (50% metanol, 2,5% acido

acético) por trés horas a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, a solugao
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descorante foi removida e o gel desidratado através de duas lavagens com 200 uL de
acetonitrila (100%) por cinco minutos. Em seguida, foi realizada a etapa de redugédo
com a adigao de 30 pL de ditiotreitol (DTT) 50 mM dissolvido em bicarbonato de aménio
100 mM e incubacdo por 30 minutos a TA. Posteriormente, a solugdo de DTT foi
removida, seguida por adicdo de 30 pyL de solugdo de iodoacetamida (IAA) 50 mM
dissolvida em bicarbonato de aménio 100 mM, e incubada por 30 minutos a TA. A
solucéo de IAA foi removida, e o gel foi lavado com 100 pyL de bicarbonato de aménio
100 mM por 10 minutos. Em seguida, a solugdo foi removida e o gel novamente
desidratado com 200 uL de acetonitrila (100%) por 5 minutos a TA. Apds a remogao da
acetonitrila, o gel foi reidratado com 200 uL de bicarbonato de aménio 100 mM por 10
minutos. A solugdo foi removida e o gel novamente desidratado com 200 uL de
acetonitrila (100%) por 5 minutos a TA. Este passo foi repetido mais uma vez. O
restante da acetonitrila foi evaporado e em seguida foram adicionados 30 yL da solugao
de tripsina (20 ng/uL dissolvida em bicarbonato de aménio 50 mM) para incubagao por
30 minutos em gelo. Esta etapa teve como funcéo a reidratacédo, permitindo o acesso
da tripsina as proteinas presentes no gel. Transcorrido esse tempo, o excesso de
tripsina foi removido e o gel foi coberto com 20 uL de bicarbonato de aménio 50 mM e
incubado a 37°C por aproximadamente 16 horas.

Em seguida, foram adicionados aos tubos 10 pL da solu¢do 1 de extracéo (5%
acido férmico em agua ultrapura estéril) por 10 minutos a TA, seguido por um spin
rapido, coleta e passagem do sobrenadante para um novo tubo. Posteriormente, foram
adicionados 12 pL da solugao 2 de extragao (5% acido formico em acetonitrila 50%) por
10 minutos a TA, seguido de um spin rapido, coleta e passagem do sobrenadante para
o tubo que continha o extrato do passo anterior. Este passo foi repetido por mais uma
vez. Os extratos obtidos foram evaporados até atingir o volume final de
aproximadamente 1 pL.

Para aplicagdo das amostras tripsinizadas no LC-MS/MS cada amostra foi
ressuspensa em 12 uL de acido férmico 0,1%. Uma aliquota de 4,5 uL da mistura de
peptideos foi injetada no cromatdografo RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters). A
cromatografia foi realizada em coluna C18 (100 um x 100 mm), de hidrofobicidade,

equilibrada em tampao com 0,1% de acido formico. O gradiente de eluigao foi de 2% a

94



90% de acetonitrila em 0,1% de acido férmico, com um fluxo de 0,6 uL/min. A medida
que os peptideos eram eluidos da coluna, os mesmos eram injetados no espectrémetro
quadrupolo-tempo de véo Q-Tof (Ultima Mass Spectrometer Waters) com fonte de
ionizagao do tipo elétron spray durante 60 minutos. O instrumento foi operado no modo
“top three- MS e MS/MS”, onde para cada espectro de MS adquirido, os trés peptideos
nao monocarregados (precursores) mais abundantes foram selecionados para posterior
fragmentacao (gerando séries y e b) e sequenciados gerando um espectro MS/MS de
cada peptideo.

Os espectros foram obtidos usando o software MassLynx v.4.1 (Waters-Milford,
MA, EUA) e os dados brutos foram convertidos para o formato “peak list format (mgf)”,
pelo software Mascot Distiller v.2.3.2.0 2009 (Matrix Science Ltd.). Esses resultados
foram processados pelo software Mascot v.2.3.0.1 Engine (Matrix Science Ltd.),
utilizando como banco de dados a sequéncia de aminoacidos da proteina alvo para a
digestéo e geragao dos espectros de MS/MS tedricos. Os parametros utilizados nesse
processamento foram: carbamidometilagdo como uma modificacdo fixa, oxidagao da
metionina como modificagao variavel, um erro de clivagem para a tripsina e tolerancia
altissima de 0,1 Da de razdo m/z para o ion precursor (selecionado no modo MS) e o
ion fragmentado (selecionado para fragmentagdo no modo MS/MS). Somente
peptideos com no minimo cinco aminoacidos e com score dentro da probabilidade de
nao ser um evento aleatério (p<0,05) foram selecionados como produto da clivagem
peptidica (ou seja, sdo parte de uma proteina).

As analises de LC-MS/MS foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de
Massas, situado no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), sob supervisao da

Dra. Adriana Paes Leme.
4.3.16. Caracterizacao bioquimica

4.3.16.1. Quantificagao de proteinas

As quantificacdes proteicas foram realizadas através da lei de Lambert-Beer

(equacgao 3):
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A=e.b.c (equacgao 3)

Onde A se refere a absorbancia a 280 nm (medicdo feita no equipamento
Nanodrop, modelo 2000c), e equivale & absortividade molar em L.mol'cm™, b é o
comprimento do caminho que a luz tem que atravessar na solucdo em centimetros e ¢
é a concentragdo do elemento que absorve na solucdo, em mol.L™". Os valores de
absortividades molares foram calculados através da ferramenta ProtParam (disponivel

em: http://web.expasy.org/protparam/).

4.3.16.2. Determinacao da atividade enzimatica

A avaliagao da atividade enzimatica foi realizada em diferentes polissacarideos
naturais e sintéticos. Os substratos testados foram: CMC, xilana de madeira de faia,
manana, pectina (todos da Sigma-Aldrich), B-glucano, galactomanana, xiloglucano,
arabinoxilana de centeio, arabinoxilana de trigo, liquenana e laminarina (todos da
Megazyme).

Os ensaios foram realizados em triplicata em reagées com volume final de 100
ML, sendo: 40 uL de tampéao acetato de sédio 100 mM pH 5,5, 50 uL do substrato 0,5%
(m/v) dissolvido em agua ultrapura estéril e 10 yL da enzima na concentragao de
aproximadamente 10 ng/uL.

Cada reacao possuia seu respectivo controle, e todos os ensaios foram
realizados em placas de PCR de 96 pogos no gelo. As reagbes foram incubadas em
termociclador (MasterCycler pro-S-Eppendorf) por 30 minutos a 40°C. Posteriormente,
foram adicionados 100 yL de ADNS para a revelacdo dos acucares redutores e 10 uL
da solugédo enzimatica nas reagdes controle. Em seguida, as rea¢des foram incubadas
a 99°C por 5 minutos. Transcorrido esse tempo, 100 uL de cada reagdo foram
transferidos para placas de cultura de fundo chato de 96 pocos, para medicdo da
absorbancia a 540 nm. Através da curva padrdo de glicose (R?>= 0,999) foi possivel o

calculo da quantidade de acucares totais liberados apds a reagao enzimatica.
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4.3.16.3. Determinacao dos valores de pH e

temperatura 6timos

Os ensaios de determinacao do pH e temperatura 6timos foram realizados em
CMC 0,5% no caso da celulase e xilana de madeira de faia 0,5% para a xilanase. Na
determinagao do valor de pH étimo, foram utilizados tampdes citrato (100 mM) — fosfato
(200 mM) (MCILVAINE, 1921), com valores de pH variando entre 2,0 e 8,0. As reacgdes
eram compostas por 40 uL de tampao citrato-fosfato no pH a ser avaliado, 50 uL do
substrato 0,5% (m/v) dissolvido em &gua ultrapura estérii e 10 yL da enzima na
concentragdo aproximada de 10 ng/uL. As reagdes foram incubadas a 37°C por 20
minutos no caso da celulase e por 5 minutos a 37°C no caso da xilanase. Em seguida

os agucares redutores liberados foram quantificados pelo método do ADNS.

Os ensaios para determinagdo dos valores de temperatura o6tima foram
realizados em 40 yL de tampao acetado de sddio 100 mM no pH 6timo de atuacgao, 50
ML do substrato e 10 yL da enzima na concentragdo aproximada de 10 ng/uL. As
reacdes foram incubadas em temperaturas variando de 15°C a 90°C por 20 minutos no

caso da celulase e de 10°C a 90°C por 5 minutos no caso da xilanase.

4.3.16.4. Determinagao da energia de ativacao

Utilizando-se a parte ascendente do grafico de velocidade em fungdo da
temperatura foram determinadas as energias de ativagédo (Ea) das reacbes enzimaticas

através da equacao de Arrhenius (equacao 4):
k = A.e'E¥RD) (equacao 4)
Onde,
k = constante de velocidade

Ea = Energia de ativagao
R = Constante real dos gases (8,314472 J.K"'. mol™)

97



T = Temperatura absoluta (K)

A equacéo 4 pode ser transformada em:

Log k = logA — (Ea/2,3R)/T

Sendo assim, através do grafico de Arrhenius (log k em funcdo de T) e

determinacao da inclinagao da reta obtida foi possivel o calculo do valor de Ea.
4.3.16.5. Determinacao de parametros cinéticos

Entre os parametros cinéticos calculados estdo K, e ket. Km equivale a
concentragdo de substrato na qual a velocidade inicial (Vo) € igual a metade da
velocidade maxima (Vmsx). Este parametro indica a afinidade da enzima pelo substrato,
sendo que quanto menor o valor de K, maior é a afinidade da enzima pelo substrato. A
constante Kk, definida como Vimax/ [Ei] onde [E{] representa a concentragdo de enzima
total, descreve a velocidade limitante de qualquer reacédo catalisada por uma enzima
nas condi¢des de saturacdo. Por fim, a relagao k../Kn, chamada de eficiéncia catalitica,
relaciona a constante catalitica da enzima com a afinidade pelo substrato.

As reagdes foram realizadas como descrito no item 4.3.16.2, nos valores de
temperatura e pH 6timos, em diferentes concentracbes de substratos, com tempo de
incubacao de 5 minutos.

Os parametros foram calculados com auxilio do programa GraphPad Prism 6,

através da construcdo de uma curva de regressao nao linear.

4.3.16.6. Estabilidade térmica

Os experimentos de avaliacdo da estabilidade térmica das enzimas
recombinantes foram realizados através da incubagdo da enzima em temperaturas
variando de 80°C a 40°C em uma faixa de trinta segundos a seis horas. Em
determinados intervalos de tempo uma aliquota da enzima era retirada e submetida

a reacgao enzimatica com o substrato adequado, nas condi¢des de pH e temperatura
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6timos.
Dessa forma, foi possivel a determinacdo da perda da atividade enzimatica

em funcao da temperatura e do tempo de incubacao.

4.3.16.7. Efeitos de ions, sais e agentes quelantes

Os efeitos de diferentes ions e sais foram avaliados pela adicdo de solucdes
desses compostos as reacdes na concentragao final de 1 mM no caso da celulase
(FERCHAK & PYE, 1983) e 5 mM no caso da xilanase (MO et al., 2010). Os agentes

quelantes EDTA e EGTA foram avaliados na concentragao final de 10 mM.

4.3.16.8. Avaliacao da atividade enzimatica em

substratos complexos

No caso da celulase E-1, a atividade enzimatica foi avaliada em bagacgo de cana-
de-agucar explodido a vapor (BEX) e Avicel PH-101 (Sigma-Aldrich), um tipo de
celulose microcristalina. Uma amostra de BEX foi gentilmente cedida pelo professor Dr.
George Jackson, sendo composta por: 51,7% de celulose, 8,9% de hemicelulose,
34,3% de lignina e 5,5% de cinzas. As reacgdes foram feitas em triplicada, em
microtubos de 2 mL, contendo 1 mL de tampao fosfato de sédio 200 mM, pH 7,0, 10 ug
da proteina recombinante e 1,0% (m/v) do substrato insoluvel. As reacdes foram
incubadas por 200 minutos a 50°C, em agitacdo constante de 1.000 rpm. Apds a
incubacéao, os tubos foram submetidos a centrifugacdo e o sobrenadante foi separado
para quantificacdo dos agucares liberados pelo método do ADNS. Nesses ensaios, 1 U
de atividade foi definida como a quantidade de enzima que converte 1 nmol de
substrato por minuto.

No caso da xilanase X-1, a atividade enzimatica foi avaliada em bagacgo de cana-
de-agucar previamente submetido ao tratamento com acido fosférico 2,5% para
afrouxamento das fibras (gentilmente cedido pelo Prof. Dr. George Jackson), com a
seguinte composicéo: 48,5% de celulose, 17,0% de hemicelulose, 28,8% de lignina e
3,8% de cinzas. Neste caso, as reacgdes feitas em triplicata, contendo 1,0% de bagaco

(massa/volume) em 1 mL de tampdo acetato de sodio 100 mM, pH 6,0, foram
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incubadas com 10 ug da proteina recombinante, a 40°C, por 24 horas, sob agitagao
constante. Transcorrido o periodo de incubacdo, o impacto da atividade enzimatica de
X-1 no aumento da digestibilidade das fibras de celulose foi avaliado através da adigao
de 1,4 ug do complexo celulolitico comercial ACCELERASE® 1500 (Genencor). As
reacdes foram incubadas a 40°C por 23,5 horas. Posteriormente o sobrenadante foi
separado da biomassa residual e os agucares redutores liberados foram quantificados
pelo método do ADNS.

Os tempos e temperaturas de incubacdo das reagdes foram determinados de

acordo com os resultados obtidos nos experimentos de estabilidade térmica.

4.3.16.9. Eletroforese capilar

Os ensaios de eletroforese capilar foram realizados de acordo com a

metodologia descrita no item 3.3.3.4.
4.4. Resultados e Discussao

4.4.1. Celulase E-1

Através da reagao de PCR foi amplificado um fragmento de DNA com o tamanho
esperado de aproximadamente 1,2 kb (Figura 38A). Como se pode observar na Figura
38B, por digestao enzimatica foi possivel a confirmagéo da clonagem do fragmento de
interesse no vetor pET-28a. O sequenciamento do inserto garantiu que nenhuma
mutagao ocorreu no gene e que ele foi clonado na fase de leitura correta.

Através da ferramenta ProtParam foram determinados alguns parametros
bioquimicos e biofisicos da celulase E-1 (Tabela 12), como: peso molecular, ponto
isoelétrico, coeficiente de extingdo molar e indice de hidrofobicidade (onde valores
negativos indicam que a proteina apresenta possibilidade de ser soluvel). Os dados
foram gerados a partir da sequéncia de aminoacidos com a adicdao do segmento do

vetor pET-28a que também foi traduzido.
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1,65 kb
1,0 kb

Figura 38 — A) Amplificacdo do fragmento correspondente ao gene da celulase E-1 por
PCR. B) Confirmacdo da clonagem em pET-28a por digestdo com enzimas de
restricdo, onde (A) corresponde ao fragmento liberado e (B) vetor pET-28a linearizado.

M — Marcador de peso molecular 1 kb.

Tabela 12 - Parametros bioquimicos e biofisicos de E-1 calculados a partir do
ProtParam.

Proteina Numero de Peso Ponto Coeficiente de Indice de
aminoacidos molecular isoelétrico Extingao Molar hidrofobicidade
E-1 440 46,3 kDa 8,3 106340 M. cm™ -0,266

Tendo-se confirmado a clonagem em pET-28a, os plasmideos recombinantes
foram transformados nas linhagens: BL21(DE3), Rosetta2 (BL21) e ArticExpress(DE3).

Apos a expressao e lise das células para liberacao das proteinas, observou-se
por SDS-PAGE que as expressbes em BL21(DE3) e Rosetta2(DE3) ndo apresentaram

resultados satisfatorios, pois nestes casos a maior parte da enzima foi encontrada na
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fracado insoluvel enquanto uma pequena porgdo permaneceu na fracao soluvel (dados
nao mostrados).

O melhor resultado em relacao a solubilidade da proteina de interesse foi obtido
na expressao com a linhagem ArticExpress(DE3). Neste caso, a expressao foi
acompanhada por aliquotas retiradas no tempo zero (To na Figura 39, antes da adicao
do IPTG) e no tempo final (Tf na Figura 39, apds 4 horas de expressao). O resultado do
teste de expresséao foi avaliado por SDS-PAGE, onde além das amostras de To e Tf
também foram aplicadas as amostras correspondentes a fracdo soluvel do lisado
(canaleta S na Figura 39) e insoluvel do lisado (canaleta IS na Figura 39). A analise do
gel de SDS-PAGE resultou na identificacdo de uma banda de expressdo com
aproximadamente 45 kDa na fracao soluvel, com tamanho proximo do predito pela

ferramenta ProtParam (Tabela 12).

M To Tf S IS Ni+ GF

69 kDa ——
43 kDa

8
29 kDa ——

Figura 39 - Analise por SDS-PAGE do teste de expressao em ArticExpress(DE3) e o
resultado da purificagdo da celulase E-1. M - marcador de peso molecular. To - tempo
zero da expressao. Tf - tempo final da expressdo. S - fragdo soluvel do lisado. IS -
fracdo insoluvel do lisado. Ni* - amostra resultante da cromatografia de afinidade. GF -
amostra resultante da cromatografia de gel filtracdo. A seta pontilhada indica a banda
de aproximadamente 38 kDa presente nas amostras de cromatografia de afinidade e
gel filtragao.

O passo seguinte foi a expressdo em um volume de 2 L, visando a obtencéo de

maiores quantidades de enzima. Em seguida, a purificacdo proteica foi realizada por
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cromatografia de afinidade em matriz de niquel (Ni**- IMAC). A analise em SDS-PAGE
da fragéo resultante da purificagdo (canaleta Ni* na Figura 39) resultou na identificacéo
de outras bandas além da banda de interesse, demonstrando a necessidade da
realizacdo de uma etapa adicional de purificagdo. As fracdes resultantes da
cromatografia de afinidade foram concentradas e aplicadas na coluna Superdex 10/300
75 GL. As fracbes recolhidas foram confirmadas quanto a atividade enzimatica,
concentradas em VivaSpin (corte de 10 kDa) e avaliadas por SDS-PAGE (canaleta GF
na Figura 39).

Como se pode observar na Figura 39, apesar do processo de gel filtragédo ter
auxiliado na purificagdo, uma banda de aproximadamente 38 kDa continuou presente

na amostra (seta pontilhada na Figura 39).

4.41.1. Avaliacao da capacidade da celulase E-1

em se ligar a substratos insollveis

Uma maneira de verificar a existéncia de CBMs em proteinas € através da
avaliacdo da capacidade de ligagdo a substratos insoluveis. Para isso, a amostra
purificada de E-1 foi incubada com os seguintes substratos insoluveis: bagag¢o de cana-
de-agucar in natura e Sigmacell 20 (Sigma-Aldrich, tamanho de particula de 20 um), um
tipo de celulose cristalina. Como forma de validar a metodologia, utilizou-se uma
endoglucanase sem CBM (isolada de Coptotermes gestroi), como controle negativo.

Através de gel de SDS-PAGE (Figura 40), observou-se que a maior parte da
enzima E-1 adicionada (correspondente a banda de aproximadamente 45 kDa)
permaneceu na fragao insoluvel, demonstrando a capacidade da enzima em se ligar ao
substrato. Uma pequena fracdo da enzima foi detectada na fracdo soluvel,
possivelmente devido a quantidade de proteina adicionada em excesso no
experimento. Como esperado, na reacao controle a enzima sem CBM permaneceu na
fracdo soluvel, j& que ndo possuia em sua estrutura um dominio que permitisse sua
ligacao ao substrato insoluvel.

Além da banda de 45 kDa corresponde a E-1, se observou na fracdo soluvel a

presenca de outra banda com tamanho aproximado de 38 kDa (indicada pela seta na
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Figura 40). Como forma de investigar a funcdo de ambas as bandas, uma amostra de
E-1 foi submetida a zimografia em gel copolimerizado com CMC. Pelo SDS-PAGE
convencional (canaleta 1, Figura 41) pode-se observar a presenca de duas bandas com
tamanhos aproximados de 45 kDa (banda A), 38 kDa (banda B) e uma terceira (banda
C) com tamanho menor que 13 kDa. Através do zimograma em gel de CMC (Figura 41,
canaleta 2) foi observado que ambas as bandas, de 38 kDa e 45 kDa, apresentavam

atividade celulolitica.

(-) A B

1 1 [

M IS S

Figura 40 — Analise por SDS-PAGE dos ensaios de ligacdo de E-1 a substratos
insoluveis. M — marcador de peso molecular, (-) controle negativo (endoglucanase sem
CBM) em Sigmacell. A — Ensaio com E-1 em Sigmacell, (B) Ensaio com E-1 em bagaco
de cana-de-acucar in natura, IS - Proteinas identificadas na fragdo insoluvel e S -
Proteinas identificadas - fracao soluvel. A seta indica a preseng¢a de uma banda com
aproximadamente 38 kDa na fracao soluvel.

Cada uma das trés bandas foi analisada separadamente por espectrometria de
massas. A Figura 42, mostra o resultado obtido através da comparacao dos peptideos
identificados em cada banda (em vermelho) com a sequéncia de aminoacidos de E-1

(em preto). Em cinza esta destacada a regiao rica em residuos de serina.
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Figura 41 — 1 — Analise da amostra purificada da proteina E-1 por SDS-PAGE , 2 —
Andlise da amostra purificada da proteina E-1 por zimografia em gel com CMC.

A banda de aproximadamente 45 kDa (banda A na Figura 41), correspondente a
enzima E-1, apresentou peptideos com identidade para a regidao N-terminal e C-terminal
da proteina. Ja a banda de 38 kDa (banda B na Figura 41), apresentou peptideos com
identidade apenas para a regido N-terminal da proteina, na qual foi encontrado o
dominio conservado da familia GH5 e que compreende o dominio catalitico de E-1. A
banda C (Figura 41) apresentou identidade com sequéncias da regiao C-terminal de E-
1, correspondente ao provavel CBM. Esses resultados justificaram a deteccao de duas
bandas com atividade catalitica no zimograma, ja que o dominio catalitico de E-1 foi
identificado nas bandas A e B.

Ja foi verificado que os linkers ricos em residuos de serina sao susceptiveis ao
ataque de proteases, como tripsina e quimiotripsina, por serem regides essencialmente
desordenadas (WARD et al., 2004, FONTANA et al., 2004, STROH et al., 2005). Sendo
assim, a separacao entre os dominios, como verificada por zimografia, pode ser
explicada pela ocorréncia de protedlise na regido correspondente ao /inker, separando

o dominio catalitico (banda de 38 kDa) do provavel CBM (banda com tamanho inferior a
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13 kDa). Foi observado que a adicao de um coquetel de inibidores de protease a
amostra de E-1 purificada resultou na diminuicao da protedlise.

Ainda assim, a frequente ocorréncia de protedlise na regido rica em residuos de
serina, dificultou o estudo da enzima E-1 em sua forma completa. Como forma de
avaliar as caracteristicas do dominio catalitico (E-1 Cat) e do provavel CBM (E-1 CBM)
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para a amplificacdo e clonagem
desses dominios separadamente. Os dados referentes aos estudos com E-1 CBM

estdo descritos no capitulo 5.

Banda de 38 kDa

MASAHAAVAP
AWLKSDWKSS
DWHSHHAEQY
YATAVIAEIR
AGTHGQSLRN
KTNNISNANW
GWPGTNQNSS
GVEFSAVAGD
TVANAANGDL

ITTSGNKVLF
LVRAAMGVDE
QSQAIAFFKE
KIDPDNLIVV
KASTALSKGI
ALNDKAEGAS
SSSSSSKSSS
CIKYNKSSGT
YIKIVSASRS

GGQQGSIAGN
SGGYITDSYN
MATKYGNNNN
GTPTWSQDVD
PLFVTEWGSV
ALVSGAXSAN
SIASSVKSSV
LQIGSWTGVA
FNVKFDNW

Banda com tamanho inferior a 13 kDa

MASAHAAVAP
AWLKSDWKSS
DWHSHHAEQY
YATAVIAEIR
AGTHGQSLRN
KTNNISNANW
GWPGTNQNSS
GVEFSAVAGD
TVANAANGDL

ITTSGNKVLF
LVRAAMGVDE
QSQAIAFFKE
KIDPDNLIVV
KASTALSKGI
ALNDKAEGAS
SSSSSSKSSs
CIKYNKSSGT
YIKIVSASRS

Banda de 45 kDa

MASAHAAVAP
AWLKSDWKSS
DWHSHHAEQY
YATAVIAEIR
AGTHGQSLRN
KTNNISNANW
GWPGTNQNSS
GVEFSAVAGD
TVANAANGDL

ITTSGNKVLF
LVRAAMGVDE
QSQAIAFFKE
KIDPDNLIVV
KASTALSKGI
ALNDKAEGAS
SSSSSSKSSS
CIKYNKSSGT
YIKIVSASRS

GGOQGSIAGN
SGGYITDSYN
MATKYGNNNN
GTPTWSQDVD
PLFVTEWGSV
ALVSGAXSAN
SIASSVKSSV
LQIGSWTGVA
FNVKFDNW

GGQQGSIAGN
SGGYITDSYN
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VAANDPITGY
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GEKYYNAQTV
AIANNMYVII
QVSWSSVIKP
ANIAYTLHFY
AETNSWVSFM
SGTLAKSIIS
SCGNFNKTAAK
GITNTCGNGWT

GEKYYNAQTV
AIANNMYVII
QVSWSSVIKP
ANIAYTLHFY
AETNSWVSFM
SGTLAKSIIS
SGNFNKTAAK
GITNTGNGWT

GEKYYNAQTV
AIANNMYVII
QVSWSSVIKP
ANIAYTLHFY
AETNSWVSFM
SGTLAKSIIS
SGNFNKTAAK
GITNTGNGWT

Figura 42 - Peptideos identificados (em vermelho) a partir da analise por
espectrometria de massas das bandas de 38 kDa, 45 kDa e da banda com tamanho
inferior a 13 kDa, em relacdo a sequéncia completa de E-1 (em preto). A regiao
marcada em cinza representa o provavel linker, constituido por uma regiao rica em
residuos de serina.
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441.2. E1-Cat

Através da reacao de PCR foi amplificado um fragmento de DNA com o tamanho
esperado de aproximadamente 0,885 kb (Figura 43A). Como se pode observar na
Figura 43B, por digestdao enzimatica foi possivel a confirmagcdo da clonagem do
fragmento de interesse no vetor pET-28a. O sequenciamento do inserto garantiu que
nenhuma mutagao ocorreu no gene de interesse e que ele foi clonado na fase de leitura

correta.

A B

5,0 kb

1,0 kb

Figura 43 — (A) Amplificacdo do fragmento correspondente a gene que codifica E1-Cat
por PCR. (B) Confirmacédo da clonagem em pET-28a por digestdo com enzimas de
restricdo, onde (A) corresponde ao vetor pET-28a linearizado e (B) ao fragmento
liberado.

Através da ferramenta ProtParam foram determinados alguns parametros
bioquimicos e biofisicos da proteina E1-Cat (Tabela 13), como: peso molecular, ponto
isoelétrico, coeficiente de extincdo molar, indice de hidrofobicidade (onde valores
negativos indicam que a proteina apresenta possibilidade de ser soluvel). Os dados
foram gerados a partir da sequéncia clonada traduzida em aminoacidos com a adigcao

do segmento do vetor pET-28a que também foi traduzido.
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Tabela 13 - Parametros bioquimicos e biofisicos de E1-Cat calculados a partir do
ProtParam.

Proteina Nuamero de Peso Ponto Coeficiente de indice de
aminoacidos molecular isoelétrico Extingdo Molar hidrofobicidade
E-1-Cat 315 34 kDa 6,44 85370 M. cm’ -0,241

Tendo-se confirmado a clonagem, os plasmideos recombinantes foram
transformados nas linhagens BL21(DE3), ArticExpress(DE3) e Rosetta-
gami2(DE3)pLysS.

A melhor condicdo de expressao foi obtida com a linhagem Rosetta-
gami2(DE3)pLysS com inducao por 4 horas a 37°C. A Figura 44 mostra o resultado da
purificacdo proteica em cromatografia de afinidade. Devido ao elevado grau de
purificacéo obtido na primeira etapa de purificacdo, nao foi necessaria a realizacao da
cromatografia de filtracdo em gel. As fracdes resultantes da cromatografia de afinidade
foram dialisadas em tampao fosfato de sddio 50 mM, NaCl 20 mM, pH7,4, para a

remocao do imidazol.

M 1 2 3 FA1FA2FA3 FA4 FAS

Figura 44 - Analise por SDS-PAGE da purificacdo de E1-Cat por cromatografia de
afinidade. M - marcador de peso molecular. 1 — Extrato bruto, 2 — Amostra aplicada na
coluna, 3 — Fragao proteica que nao ligou na coluna, FA-F5 — Fracbes correspondentes
a E-1 Cat purificada.
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4.4.1.3. Caracterizacao bioquimica E1-Cat

Primeiramente, E1-Cat foi avaliada quanto a capacidade de hidrolisar diferentes
ligacdes glicosidicas. Para isso, sua atividade enzimatica foi testada frente a diferentes
substratos: CMC, B-glucano, galactomanana, xiloglucano, xilana de madeira de faia,
arabinoxilana de centeio, manana, liquenana, laminarina e pectina.

E1-Cat apresentou maior atividade em liquenana (atividade relativa de 100%), -
glucano (98,63%) seguido por CMC (33,82%). A liquenana e o R-glucano séo
polissacarideos constituidos por ligagdes do tipo B(1>4) e BR(1->3), entre residuos de
glicose, na proporgado aproximada de 2:1 em liquenana e de 2:1 ou 3:1 em R-glucano
(informacgdes fornecidas pelo fabricante). J& a CMC é constituida exclusivamente por
ligacbes do tipo 3(1->4) entre residuos de glicose. O fato de E1-Cat ndo apresentar
atividade em laminarina mostrou que ela nao foi capaz de hidrolisas ligagbes do tipo
R(1->3) e B(1->6) entre residuos de glicose.

O substrato CMC ¢é extensamente utilizado para a caracterizacdo enzimatica de
endoglucanases (JAVED et al., 2009, ZHOU & INGRAM, 2000, SADHU et al., 2013),
por apresentar estrutura basicamente constituida por regides amorfas (NGUYEN & LE,
2013), que sao susceptiveis ao ataque enzimatico por endoglucanases (FUJITA et al.,
2004). Em virtude disso, a CMC foi escolhida como o substrato a ser empregado nas
etapas seguintes de caracterizagdo enzimatica.

Os ensaios para determinagdo do pH 6timo foram realizados em CMC 0,5%.
Através da Figura 45, pode se observar que o étimo de atividade foi atingido em valores
em torno do pH 7,0. Nos pHs 2,0, 3,0 e 12,0 a enzima sofreu desnaturagao, justificando
a auséncia de atividade enzimatica. Nos pHs 6,0 e 9,0 a enzima conseguiu manter a
atividade acima de 70% de seu valor 6timo. Ja foi reportado que a maioria das
celulases apresenta sua atividade o6tima em faixas de pH que variam de meio
levemente acido (5,0, 6,0) até meio neutro (7,0) (FUKUMORI et al., 1986).

Através do ensaio de temperatura 6tima (Figura 46), realizado em CMC 0,5% e
pH 7,0, foi verificado que os maiores valores de atividade enzimatica foram obtidos em
temperaturas proximas a 50°C. A enzima foi capaz de manter 60% de sua atividade

6tima na faixa de 15°C a 70°C. O valor de temperatura 6tima encontrado para E-1
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apresentou valores intermediarios em comparacgao ao verificado para a celulase Cel5A
de Paenibacillus xylanilyticus KJ-03 (PARK et al., 2012), com étimo préximo a 40°C e
para as celulases isoladas do metagenoma de digestor anaerdbico, que apresentaram
6timo entre 60°C e 70°C (HEALY et al., 1995).

Atividade Relativa %

0 +—T—%—F—T—T1 — T T T — T —#%
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

Figura 45 - Determinacao do valor de pH 6timo de atividade de E1-Cat em reacbes
contendo 0,5% CMC em tampéao 100 mM citrato — 200 mM fosfato, com pHs variando
entre 2,0 e 12,0. As reacdes foram incubadas a 37°C por 20 minutos e reveladas pelo
método do ADNS.

100 17
90 ]
80 7
70 ]
60 7
50 7
40

30 1

Atividade Relativa %

20 1

10 1

0 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura 46 - Determinacao do valor de temperatura étima de atividade de E1-Cat em
reacdoes contendo 0,5% de CMC em tampao acetato de s6dio 100 mM pH 7,0. As
reacoes foram incubadas por 20 minutos em temperaturas variando de 15°C a 90°C e
em seguida reveladas pelo método do ADNS.
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A partir dos dados obtidos no experimento de temperatura 6tima, e seguindo a
equacao de Arrhenius (equacao 4) foi possivel a determinagcao da energia de ativagao
(Ea) envolvida na hidrélise de CMC pela atividade de E1-Cat. O valor de Ea calculado
foi de 5,3 kJ.mol ", que esta dentro da faixa de 3-50 kJ.mol™ relacionada as energias de
ativacao dos processos de hidrélise enzimatica da celulose (SHUAI & PAN, 2012). Os
processos de degradacao de celulose baseados na hidrolise acida envolvem energias
de ativagdo superiores, na faixa de 170-180 kJ.mol”, o que justifica as elevadas
temperaturas empregadas em tais processos (SHUAI & PAN, 2012).

Os parametros cinéticos foram determinados a partir do calculo da atividade
enzimatica em concentracbes de CMC variando de 0,625 mg/mL a 54 mg/mL. Os
valores obtidos foram: K, de 6,05 + 0,37 mg/mL, Vnax de 42,51 £ 1,2 ymol/min/mg, Kcat
de 24,54 s e kea/Kr, de 4,06 mL/mg/s. A Figura 47 exibe a curva de cinética enzimatica
obtida, evidenciando o perfil de Michaellis-Menten com um R? de 0.95. A eficiéncia
catalitica (kcat/Km) obtida neste caso foi superior ao valor de 2,0 £+ 0,5 mL/mg/s obtido
por Berlemont et al na caracterizacdo da celulase GH5 Rbcel1 isolada de uma
biblioteca metagendmica construida com DNA extraido de uma amostra de solo da
Antartida (BERLEMONT et al., 2009).

60-

Velocidade inicial
(umol/min.mg)

0 T I !
0 20 40 60

CMC (mg/mL)

Figura 47 — Grafico de Michaelis-Menten para E-1 Cat em presenca de CMC como
substrato, com concentrag¢des variando de 0,625 mg/mL a 54 mg/mL. As reacdes foram
realizadas em tampao acetato de sédio 100 mM pH 7,0, incubadas por 5 minutos a
50°C e em seguida reveladas pelo método do ADNS.
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Em relacéo a estabilidade térmica, através da Figura 48, podemos observar que
a incubacao a 60°C e 70°C resultou na completa inativagcao da enzima em menos de 60
minutos. Na temperatura de atividade 6tima (50°C), a enzima perdeu expressivamente
atividade apos cerca de 180 minutos. Ja na temperatura de 40°C, condicdo em que a
enzima apresentou 80% de sua atividade 6tima, os valores de atividade foram mantidos

relativamente estaveis ap6s 300 minutos de incubacao.
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Figura 48 - Ensaio de estabilidade térmica de E1-Cat realizado com CMC 0,5% em
tampao acetato de sédio 100 mM pH 7,0. Apdés a incubacado, as reagdes foram
reveladas pelo método do ADNS.

Os testes com ions e outros reagentes quimicos (Tabela 14), mostraram que os
ions Cu®*, Fe®" e Zn*" apresentaram efeitos altamente inibitérios. A inibicdo enzimatica
de celulases da familia GH5 na presenca de ions metalicos, como Cu?*, Fe*" e Zn*' ja
foi reportada por outros trabalhos (BERA-MAILLET et al., 2000, RUBINI et al., 2010).
Em geral, a inibicdo por cobre e zinco pode estar relacionada a interagao dos ions com
residuos de cisteinas presentes nas proteinas (MEANS & FEENEY, 1971,
KARLSTROM & LEVINE, 1991, PEI et al., 2000). No caso de E1-Cat, a inibicdo deve
ocorrer por um mecanismo distinto, visto que a enzima nao apresenta cisteina em sua
sequéncia de aminoacidos. Ja a presenca do ion Mn?* resultou em uma inibiggo parcial,
reduzindo a atividade enzimatica em aproximadamente 35%. Os demais ions avaliados,
Co?*, K*, Li*, Mg*, Ni** e Ca**, e o NaCl, n3o resultaram em inibicdo ou ativacio
significativas. A inibicao enzimatica parcial observada na presenca de EDTA (quelante
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de ions divalentes em geral) e EGTA (quelante especifico de ions calcio) sugere que a
presenca de ions divalentes nas reagdes resulta na ativagdo da enzima, mas que eles
nao sao indispensaveis para a atividade enzimatica (GONG et al., 2012, LOPRETE,
2002).

Tabela 14 - Efeito de ions e reagentes quimicos na atividade enzimatica de E1-Cat.

fon ou Reagente quimico Concentragio Atividade relativa (%)
Controle = 100
Co? 5mM 84,6 + 3,6
K+ 5mM 88,729
Lit 5mM 81,7 + 6,1
Mn2* 5mM 65,6 + 2,1
Mg 5mM 90,6 + 4,6
Ni2+ 5mM 88,0 +2,2
Cuz 5mM 42+16
Zn 5mM 18,7+ 3,6
Fe3* 5mM 4673
Caz 5mM 105,1+ 3,8
NaCl 5mM 94,0+ 4,6
EDTA 10 mM 76,4 +3,8
EGTA 10 mM 69,4 + 3,1

Os produtos de hidrolise de celo-oligossacarideos marcados com APTS foram
avaliados eletroforese capilar (Figura 49). E-1 Cat atuou na hidrélise das ligagoes
glicosidicas internas de celohexose, celopentose e celotetrose resultando na liberagao
de oligossacarideos menores sendo que nao foi observada a formacéo de glicose. Um
padrdao semelhante de clivagem foi observado para a celulase isolada do metagenoma
do solo da Antartida (BERLEMONT et al., 2009).

Existem relatos na literatura de endoglucanases que nao apresentam a
capacidade de degradar celulose cristalina (HERR et al., 1978, MANSFIELD et al.,
1998). Por outro lado, algumas endoglucanases apresentam a caracteristica de

processividade, ou seja, quebram as liga¢des internas da celulose cristalina e sao
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capazes de liberar oligossacarideos soluveis (GILAD et al., 2003, REVERBEL-LEROY
et al., 1997, TOMME et al., 1996).

c2 O ¢4 Produtos de hidrélise c2 C3 Produtos de hidrdlise
A l A LA
‘ACB cs
Controle C6 k Controle C5
3 ' 4 ' 5 ' } ' 7 3 ' 4 ' 5 ' 8 ' 7
Minutos Minutos
C2 Produto de hidrélise
ﬂ . .
C4
A Controle C4
3 ' 4 ' 5 ' 8 ' 7
Minutos

Figura 49 — Analise dos produtos de hidrélise de E1-Cat por eletroforese capilar. As
setas indicam as ligacbes onde ocorreram os ataques enzimaticos, resultando na
formacgao dos produtos observados. C6, C5, C4, C3 e C2 correspondem a celohexose,
celopentose, celotetrose, celotriose e celobiose, respectivamente.

Com base nisso, E-1 foi avaliada em relacdo a capacidade de degradacao de
celulose cristalina e bagaco de cana-de-acucar, um substrato complexo, no qual o
acesso a fracao de celulose é dificultado devido a presenca de hemicelulose e lignina.
A Tabela 15 apresenta os valores de atividades especificas obtidos na degradacao dos
substratos testados.

O valor de atividade especifica encontrado em Avicel foi de 8,8 U*/mg, superior
ao valor encontrado para a celulase GH5, Cel5A, do fungo Gloeophyllum trabeum, que
apresentou atividade especifica de 4,5 U*/mg (COHEN et al.,, 2005) e para a
endoglucanase GH9 do cupim Coptotermes gestroi, que apresentou o valor de 1,1
U*/mg (FRANCO CAIRO et al., 2013), ambas avaliadas em Avicel.

114



Com base nesses resultados, a atividade enzimatica da celulase E-1 foi avaliada
em bagaco de cana-de-agucar explodido. O processo de explosao a vapor tem como
objetivo facilitar o acesso das enzimas as fibras de celulose e hemicelulose (KAAR et
al., 1998). O valor de atividade especifica encontrado foi de 10,23 U*/mg, indicando que
a celulase foi capaz de liberar acucares redutores diretamente da biomassa
lignoceluldsica. Trata-se de um resultado que demonstra a potencial aplicagdo desta
enzima em processos de conversao de biomassa.

E importante ressaltar, que as atividades em substratos insolGveis foram
determinadas apenas com o dominio catalitico da celulase E-1, sem o provavel CBM.
Considerando que a presenca do CBM é constantemente associada ao aumento na
atividade enzimatica em substratos insoluveis (GUILLEN et al., 2010), estudos
posteriores serao realizados como forma de avaliar se a construgao correspondente a
enzima E-1 completa apresenta valores de atividades especificas superiores aos

encontrados para o dominio catalitico E1-Cat.

Tabela 15 — Atividade especifica de E1-Cat em substratos insoluveis.

Atividade especifica (U*/mg)

Avicel Bagago de cana-de-agucar explodido

8,8 10,23

U* equivale a quantidade de equivalentes de nmols de glicose liberados por minuto.

4.4.1.4. Xilanase X-1

Através da reacao de PCR foi amplificado um fragmento com o tamanho
esperado de aproximadamente 1,06 kb (Figura 50A). Como se pode observar na Figura
50B, por digestao enzimatica foi possivel a confirmacéo da clonagem do fragmento de
interesse no vetor pET-28a. O sequenciamento do inserto garantiu que nenhuma

mutagao ocorreu no gene e que ele foi clonado na fase de leitura correta.
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Figura 50 — A - Amplificacao do fragmento correspondente ao gene da xilanase X-1 por
PCR. B - Confirmagao da clonagem em pET-28a por digestdo com enzimas de
restricdo, onde (A) corresponde ao vetor pET-28a linearizado e (B) ao fragmento
liberado.

Através da ferramenta ProtParam, foram determinados alguns parametros
bioquimicos e biofisicos da proteina X-1 (Tabela 16), como: peso molecular, ponto
isoelétrico, coeficiente de extingdo molar, indice de hidrofobicidade (onde valores
negativos indicam que a proteina apresenta possibilidade de ser soluvel). Os dados
foram gerados a partir da sequéncia clonada traduzida em aminoacidos com a adigao

do segmento do vetor pET-28a que também é traduzido.

Tabela 16 - Parametros bioquimicos e biofisicos correspondentes a xilanase X-1
calculados a partir do ProtParam.

Proteina Nuamero de Peso Ponto Coeficiente de indice de
aminoacidos molecular i L. Extingdo Molar hidrofobicidade
isoelétrico
X-1 315 455 kDa 8,58 72880 M. cm™ -0,505

Tendo-se confirmado a clonagem, os plasmideos recombinantes foram
transformados nas linhagens BL21(DE3), ArticExpress(DE3) e Rosetta2(DE3), para

realizacdo dos testes de expressdao. O melhor resultado foi obtido com a linhagem
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Rosetta2(DE3) com inducéo por 4 horas a 30°C, onde foi verificada a expressao de

elevadas quantidades da proteina de interesse na forma soluvel (Figura 51A).

M FAl1 FA2 FA3 FA4 FAS

- s ——

Figura 51 - Analise por SDS-PAGE do teste de expressdo da xilanase X-1 em
Rosetta2(DE3). M - marcador de peso molecular. (A) To - tempo zero da expressao, IS
- fracdo insoluvel do lisado, S - fracdo soluvel do lisado. (B) FA1-FAS - fracbes
resultantes da cromatografia de afinidade correspondentes a xilanase X-1.

Através da Figura 51B, pode-se observar que as amostras resultantes da
cromatografia de afinidade apresentaram alto grau de pureza, sem a necessidade da
realizacdo da etapa de gel filtracdo. As fracdes resultantes da cromatografia de
afinidade foram dialisadas em tampao fosfato de so6dio 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,4,

para a remogao do imidazol.
4.4.1.5. Caracterizacao bioquimica X-1
Primeiramente, a xilanase X-1 foi avaliada quanto a capacidade de hidrolisar

diferentes ligacdes glicosidicas. Para isso, sua atividade foi testada frente a diferentes

substratos: CMC, B-glucano, galactomanana, xiloglucano, xilana extraida de madeira de
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faia, arabinoxilana de centeio, arabinoxilana de trigo e arabinana.

Observou-se que X-1 apresentou capacidade de hidrolisar as ligacoes
glicosidicas do tipo B(1->4) entre os residuos de xilose presentes na cadeia de xilana
de madeira de faia (atividade relativa 100%), arabinoxilana de centeio (41,3%) e trigo
(1,1%). Nos demais substratos testados ndo foram identificados niveis de atividade
enzimatica significativos.

A xilana de madeira de faia apresenta em sua composi¢cdo de agucares 90% de
xilose, a arabinoxilana de centeio apresenta 60% de xilose e 40% arabinose e a
arabinoxilana de trigo contém 50% de xilose e 50% de arabinose (informacdes
fornecidas pelo fabricante). Nos trés substratos, a arabinose corresponde a decoragdes
da cadeia principal, que é constituida por unidades de xilose unidas por ligagao 8 (1>4)
(VARDAKOU et al., 2005).

Os dados de atividade relativa em cada um dos trés substratos mostraram que
pelo fato da xilana de madeira de faia apresentar menor numero de decoracdes, o
acesso da enzima a cadeia principal foi facilitado, o que justificou a maior atividade
observada neste substrato. O mesmo foi observado pela comparacdo das atividades
em arabinoxilana de trigo e de centeio, pois neste ultimo, o menor numero decoragdes
da cadeia principal com arabinose também foi relacionado com maiores valores de
atividade enzimatica. Com base nesses resultados, os demais ensaios de
caracterizagdo foram realizados utilizando xilana de madeira de faia 0,5% como
substrato.

Em relacdo ao pH 6timo de atuagdo, como pode ser observado na Figura 52, o
maior valor de atividade enzimatica foi obtido em valores préximos do pH 6,0. Nos pHs
4,5 e 7,0 a enzima reteve valores de atividade acima de 70% em relagao ao valor 6timo.

O ensaio de temperatura 6tima (Figura 53) mostrou que a maior atividade
enzimatica foi obtida em torno de 45°C. Além disso, a enzima conseguiu manter 60% de
sua atividade 6tima na faixa de 20°C a 55°C.

Os valores 6timos de pH e temperatura reportados para X-1 sdo comparaveis a
outras xilanases da familia GH10 descritas na literatura. No caso das xilanases isoladas
de Plectophaerella cucumerina (XynZC) (ZHANG et al., 2007), Clostridium cellulovorans
(XynB) (HAN et al., 2004) e Trichoderma harzianum T4 (FRANCO et al., 2004), a
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temperatura 6tima encontrada foi de 40°C. Para a xilanase isolada de metagenoma de
solo de tundra (WANG et al., 2010), o pH étimo foi observado na faixa de 6,0 a 6,5.
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Figura 52 - Determinacdo do valor de pH 6timo de atividade de X-1 em reacdes
contendo 0,5% de xilana de madeira de faia em tampao 100 mM citrato — 200 mM
fosfato, com pHs variando entre 3,0 e 9,0. As reacdes foram incubadas a 37°C por
cinco minutos e reveladas pelo método do ADNS.
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Figura 53 - Determinacéo do valor de temperatura 6tima de atividade de X-1 em
reacoes contendo 0,5% de xilana de madeira de faia em tampao acetato de sédio 100
mM pH 6,0. As reacdes foram incubadas por 5 minutos em temperaturas variando de
10°C a 90°C e em seguida foram reveladas pelo método do ADNS.
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O valor de energia de ativagado para hidrolise de xilana de madeira de faia
calculado foi de 31,4 kJ.mol"', semelhante ao verificado para xilanase isolada de
Bacillus subtilis (BERNIER et al., 1983), cujo valor foi de 35,1 kJ.mol™" e bem abaixo do
valor de 878,6 kJ.mol”', descrito para a xilanase isolada do fungo Scytalidium
thermophilum (GAUR et al., 2005).

Em relacéo a estabilidade térmica, através da Figura 54, podemos observar que
a incubacgao a 70°C e 80°C resultou na completa inativagdo da enzima em menos de 10
minutos. Ja quando incubada a 60°C, foi verificada a perda total de atividade depois de
uma hora. Nas temperaturas de 50°C e 40°C a enzima mostrou-se bastante estavel por
uma hora e reteve cerca de 60% de sua atividade inicial durante seis horas (dados néo
mostrados no grafico).

A Figura 55 exibe a curva de cinética enzimatica obtida, evidenciando o perfil de
Michaellis-Menten com um R? de 0.96. Os parametros cinéticos foram obtidos pelo
calculo das atividades enzimaticas em concentracdes de xilana de madeira de faia
variando de 0,625 mg/mL a 11,25 mg/mL. Os valores obtidos foram: K,de 2,18 £ 0,13
mg/mL, Vimax de 1.435 + 30,4 umol/min/mg, keat de 1.083,47 s e kea/Km de 496,32
mL/mg/s.

O valor de eficiéncia catalitica (kcat/Km) de 496,32 mL/mg/s € superior ao obtido
em outros trabalhos que também utilizaram xilana de madeira de faia como substrato.
No caso da xilanase GH10 isolada de Thermotoga thermarum (SHI et al., 2013) o valor
encontrado para kc./Km, foi de 276,37 mL/mg/s, enquanto que para a xilanase isolada da
bactéria marinha Glaciecola mesophila este valor foi de 56,56 mL/mg/s (SHI et al.,
2013, GUO et al., 2009).

Os testes com ions e outros reagentes quimicos (Tabela 17), mostraram que os
ions Zn**, Cu®** e Fe* apresentaram efeitos altamente inibitérios na atividade enzimatica
de X-1. A inibicdo por estes ions metalicos ja havia sido previamente descrita para
outras xilanases (JEONG et al., 2012, HU et al., 2008, KNOB et al., 2013, LIU et al.,
2012). A inibicdo por Cu®** e Zn?* pode estar relacionada a ligagdo destes ions ao grupo
sulfidrila da cisteina C™® de X-1, mesmo este ndo sendo um dos residuos de
aminoacidos cataliticos (ALVAREZ et al., 2013). A inibicdo pela ligacdo de ions nos

residuos de cisteina pode ocorrer mesmo que tais residuos néo sejam essenciais para
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a atividade catalitica desempenhada pela enzima, como ja foi observado para a
protease do virus HIV-1 (KARLSTROM & LEVINE, 1991). A presenca dos ions Co?",
Mn?* e Ni** resultaram na inibicdo parcial da atividade enzimatica de X-1. Os demais
ions avaliados, Ca®", Mg®", Li*, K* e os reagentes NaCl, EDTA e EGTA ndo

influenciaram significativamente na atividade enzimatica da xilanase.

250 7 --40°C
-@-50°C

200 A

150 A

100 A

50 A

Atividade Especifica (umol/min.mg)

0 10 20 30 40 50 60
Minutos

Figura 54 - Ensaio de estabilidade térmica de X-1 realizado com xilana de madeira de
faia 0,5% em tampéao acetato de sédio 100 mM pH 6,0. Apds a incubacao, as reacdes
foram reveladas pelo método do ADNS.
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Figura 55 - Grafico de Michaelis-Menten para X-1 em presenca de xilana de madeira de
faia como substrato, com concentracbes variando de 0,625 mg/mL a 11,25 mg/mL. As
reacoes foram realizadas em tampao acetato de sddio 100 mM pH 6,0, incubadas por 5
minutos a 45°C e em seguida foram reveladas pelo método do ADNS.
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Tabela 17 - Efeito de ions e reagentes quimicos na atividade enzimatica de X-1.

lon ou Be_agente Concentragao Atividade Relativa (%)
quimico
Controle - 100,0
CaCl; 5mM 93,6 +9,9
CoCl; 5 mM 48,1 £ 12,9
ZnS0O, 5mM 0,00
MnCl; 5 mM 50,2 + 6,25
MgCl, 5mM 89,2+7,8
FeCl; 5mM 43 +0,27
CuSO, 5mM 0,00
NiCl; 5 mM 29,357
LiCl 5mM 99,0+1,9
KCI 5 mM 107,1 + 7,08
NaCl 5mM 96,0 + 4,0
EDTA 10 mM 92,0+1,9
EGTA 10 mM 85,1 +2,5

A analise dos produtos de hidrdlise por eletroforese capilar (Figura 56) mostrou
que X-1 foi capaz de hidrolisar os xilo-oligossacarideos testados, mas néao foi capaz de
hidrolisar xilobiose (X2) (dados ndo mostrados). Em relagdo a degradagao dos xilo-
oligossacarideos, foi observada a formacédo de oligossacarideos intermediarios apods
curto periodo de hidrélise (30 minutos a 45°C). No caso da xilotriose, a formagao
desses intermediarios foi discreta (Figura 56A). Como resultado da hidrélise por 16
horas a 45°C, verificou-se a conversao de xilohexose (X6), xilopentose (X5), xilotetrose
(X4) e xilotriose (X3) completamente em xilobiose e xilose (X) (Figura 56 A-D). Esses
resultados mostraram que o ataque enzimatico ocorreu preferencialmente nas ligagées
internas e em seguida nas ligagdes externas. Isso ficou evidente no caso da hidrolise
de X4 (Figura 56B), pois primeiramente o ataque ocorreu predominantemente na

ligacdo interna, liberando principalmente X2 e de forma secundaria nas ligagdes
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externas, resultando na liberacao de pequenas quantidades de X3 e X.
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Figura 56 — Perfil de degradacdo de A) xilotriose (X3), B) xilotetrose (X4), C)
xilopentose (X5) e D) xilohexose (X6). Os produtos intermediarios apds incubagao por
30 minutos estao representados nas figuras externas. Dentro dos retangulos estéo
representados os produtos finais de degradacao. As setas pretas indicam as ligacbes
onde os ataques enzimaticos ocorreram preferencialmente, e as setas brancas indicam
as ligacdes onde ocorreram os ataques secundarios.

Os produtos de hidrélise resultantes da atividade enzimatica em xilana de
madeira de faia, arabinoxilana de trigo e bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com
acido fosforico foram avaliados por eletroforese capilar. Em todos os casos os principais
produtos de degradacao foram xilo-oligossacarideos, xilobiose e xilose (Figura 57). Os
xilo-oligossacariodeos e a xilobiose sao de grande interesse para a industria alimenticia
devido a sua aplicacdo como prebiéticos e adocantes (VAZQUEZ et al., 2000). A xilose
gerada a partir da hidrolise desses substratos pode ser empregada para a producéo de
xilitol, um adogante com alto valor agregado (WINKELHAUSEN & KUZMANOVA, 1998).

A xilose gerada pode ser ainda utilizada para a producdo de etanol, através de
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processos que envolvem a utilizacdo de leveduras capazes de fermentar xilose
(ZHANG & GENG, 2012, JIN et al., 2003).
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v ¥ ¥ tratado com acido fosforico
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Figura 57 — Produtos de hidrélise resultantes da atividade enzimatica de X-1 em
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com acido fosforico, arabinoxilana de trigo e
xilana de madeira de faia. As setas indicam os xilo-oligossacarideos liberados pela
atividade enzimatica.

Ja foi observado que o pré-tratamento da biomassa vegetal pela atividade
hidrolitica de xilanases apresenta efeitos benéficos nas etapas seguintes de
sacarificacao da biomassa com coquetéis celuloliticos (JEONG et al., 2012). Com base
nisso, avaliou-se o efeito da atividade enzimatica da xilanase X-1 como pré-tratamento
do bagaco de cana-de-acgucar (previamente tratado com acido fosférico), visando a
degradacao parcial da hemicelulose e o0 aumento do acesso das enzimas celuloliticas

as fibras de celulose.

124



Nao foi verificada a liberacdo de quantidades significativas de agucares redutores
apds o tratamento enzimatico do bagaco apenas com a xilanase X-1. Porém, apos a
adicdo do coquetel celuloliico ACCELERASE® 1500, houve um aumento de
aproximadamente 65% na quantidade de acucares redutores liberados na reagcdo em
que foi incluida a etapa de pré-tratamento com xilanase em comparagcao com a amostra

de bagaco néo tratada com xilanase (Figura 58).
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Figura 58 — Comparacéao do efeito da atividade enzimatica da xilanase X-1 como etapa
de tratamento do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com acido fosforico
anteriormente ao processo de sacarificacdo com o coquetel celulolitico
ACCELLERASE® 1500.

Todos os dados apresentados nesta tese em relacdo a caracterizacao
bioquimica da xilanase X-1, juntamente estudos biofisicos e resolucdo da estrutura
tridimensional realizados em colaboragdo com outros grupos de pesquisas, foram
reunidos em um trabalho denominado “Development and biotechnological application of
a novel endoxylanase family GH10 identified from sugarcane soil metagenome”
publicado no periédico PLOS ONE.

125



4.5. Conclusoes

Neste capitulo foram apresentados os resultados referentes a caracterizagao
bioquimica e investigacdo da potencial aplicagdo biotecnolégica da celulase E-1 e
xilanase X-1, isoladas do metagenoma do consoércio microbiano degradador de bagago
de cana-de-acgucar.

Em relacado a celulase E-1, ensaios de ligacao a substratos insoluveis mostraram
tratar-se de uma proteina com dois dominios. O primeiro deles, localizado na regido N-
terminal correspondia ao dominio catalitico, denominado E-1 Cat e o segundo,
localizado na regidao C-terminal, tratava-se do dominio de ligacdo a carboidratos, E-1
CBM. Como descrito no capitulo 3, a sequéncia de aminoacidos do E-1 CBM nao
apresentou identidade com dominios conservados conhecidos, inclusive de familias de
CBMs descritas. Isto sugeriu que o E-1 CBM pode ser o membro de uma familia de
CBMs ainda ndo conhecida.

A caracterizacao bioquimica de E-1 Cat permitiu identificar que a enzima atuou
especificamente na hidrolise de ligagdes glicosidicas do tipo B(1->4) entre residuos de
glicose. Através de analises por eletroforese capilar foi visto ainda que E-1 Cat atuou na
hidrolise das ligagdes glicosidicas internas das cadeias de celo-oligossacarideos,
resultando na formagao de oligossacarideos menores, ndao sendo verificada a formagao
de glicose. A enzima apresentou atividade 6tima a 50°C e pH 7,0, e se mostrou termo-
tolerante a 40°C por seis horas. Tais condicdes estdo de acordo com as condi¢cdes de
hidrolise normalmente empregadas nos processos industriais de hidrolise enzimatica.
Como ja descrito para outras celulases, E-1 Cat sofreu inibicdo na presenga dos ions
Cu?*, Zn* e Fe*, e nao apresentou aumento significativo da atividade enzimatica com
nenhum dos ions testados. O valor de eficiéncia catalitica kca/Km de 4,06 mL/mg/s
encontrado para a atividade de E-1 Cat em CMC foi superior ao descrito para outras
celulases da familia GH5.

Em relacdo a aplicagdo biotecnoldgica, E-1 Cat apresentou capacidade de
liberagdo de agucares soluveis diretamente de celulose cristalina e bagago de cana-de-
acucar explodido, demonstrando sua potencial aplicagdo como componente de

coquetéis enzimaticos empregados em processos de conversdo da biomassa vegetal.
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Ja em relagcdo a xilanase X-1, ela apresentou especificidade na hidrolise de
ligacbes glicosidicas do tipo B(1>4) entre residuos de xilose, apresentando maior
atividade em cadeias de xilana nao ramificadas. Em relacdo as condi¢des de atuacao,
X-1 também apresentou caracteristicas desejaveis para processos industriais, com
temperatura e pH 6timos em torno de 45°C e 6,0, respectivamente, e termo-estabilidade
a 40°C e 50°C por seis horas. O valor de eficiéncia catalitica em xilana de madeira de
faia de 496,32 mL/mg/s foi superior ao encontrado para outras xilanases. X-1
apresentou forte inibicdo da atividade enzimatica na presenca dos ions Cu?*, Zn* e
Fe®.

Através de ensaios de eletroforese capilar com diferentes xilo-oligossacarideos,
polissacarideos e bagago de cana-de-agucar pré-tratado com acido fosférico, observou-
se que X-1 foi capaz de atuar tanto na hidrdlise das ligagdes glicosidicas internas como
nas externas, resultando na formacao de diversos xilo-oligossacarideos, xilobiose e
xilose. Todos esses produtos apresentam grande interesse industrial para a industria de
alimentos, para uso como prebidticos ou para producido de adocgantes. A xilose
apresenta ampla aplicagdo na area de biocombustiveis, ja que pode ser utilizada em
processos de fermentacdo para a producdo de etanol. Por fim, o tratamento de uma
amostra de bagacgo de cana-de-agucar pré-tratado com acido fosférico com a xilanase
X-1 antes da etapa de sacarificagdo resultou no aumento dos acucares redutores
liberados em comparacdo com a amostra que nao foi submetida a hidrélise com X-1.

Os resultados obtidos através da caracterizacdo bioquimica de E-1 Cat e X-1
permitiram observar que ambas as enzimas apresentaram caracteristicas interessantes
para aplicacdo em processos industriais, principalmente no que diz respeito a

conversao da biomassa para a geragao de bio-produtos.
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CAPITULO 5 - ESTUDOS FUNCIONAIS DO DOMINIO DE
LIGACAO A CARBOIDRATOS PRESENTE NA CELULASE E-1 (E1-
CBM)

5.1. Introducao

De forma geral, os CBMs sao definidos como dominios proteicos presentes em
proteinas envolvidas na degradagao de carboidratos, que apresentam enovelamento
préprio e capacidade de ligagao a carboidratos (SHOSEYOV et al., 2006).

Como descrito anteriormente, a celulase E-1, identificada na triagem funcional da
biblioteca metagenémica, apresentou evidéncias sobre a existéncia de um CBM em sua
estrutura, principalmente em virtude da capacidade de ligagdo a substratos insoluveis.

Com bases nessas informacgdes, neste capitulo sdo descritas em detalhes as
estratégias e metodologias empregadas para avaliar as caracteristicas da interagao do
E-1 CBM com diferentes carboidratos, visto que a sequéncia de aminoacidos
correspondente a este dominio nao apresentou identidade com nenhum membro de
familias de CBMs conhecidas.

Uma parte dos estudos descritos neste capitulo foi realizada no laboratério do
professor Dr.Harry Gilbert, professor e pesquisador na Universidade de Newcastle, no
Reino Unido, que ja esteve envolvido em varios trabalhos de caracterizagdo de novos
CBMs (GILBERT et al., 1990, DURRANT et al, 1991, POOLE et al.,, 1993,
RAGHOTHAMA et al., 2000, BOLAM et al., 2004). As principais atividades realizadas
neste periodo foram: otimizacdo da expressao heteréloga do CBM, experimentos de
calorimetria de titulagao isotérmica (ITC) e testes de cristalizagado visando a obtengao

da estrutura tridimensional do E-1 CBM.

5.2. Objetivos

Investigacéo e caracterizagdo do dominio de ligagdo a carboidratos identificado

na celulase E-1.
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5.3. Materiais e Métodos

5.3.1. Clonagem em pET-28a e pET-41a

A sequéncia nucleotidica corresponde ao E-1 CBM foi clonada nos vetores pET-
28a e pET-41a (Figura 59).

O vetor pET-41a é otimizado para obtencdo de altos niveis de expressido de
proteina heteréloga em virtude da fusdo da proteina de interesse com a cauda
altamente soluvel de GST (glutationa-S-transferase) na regiao N-terminal da construgao
(informacgdes fornecidas pelo fabricante, Novagen). Neste tipo de vetor, existem sitios
de clivagem para as proteases enteroquinase e trombina, que permitem a separagao da
proteina de interesse da cauda de GST. A clonagem em pET-41a também permite a

fusdo da cauda de histidina a proteina de interesse, permitindo que a purificacéo
proteica seja feita por IMAC.
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Figura 59 - Mapa do vetor de expressao pET-41a.

A Tabela 18 apresenta os oligonucleotideos iniciadores (desenhados como
descrito no tépico 4.3.1) utilizados nas reagdes de amplificacdo da sequéncia
nucleotidica de interesse.
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Tabela 18 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagbes de PCR. As cores
indicam os sitios de restricao: amarelo — Ndel, azul — BamHI e verde - Xhol. Ta indica a
temperatura de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores construidos.

Oligonucleotideo iniciador direto Oligonucleotideo iniciador reverso
(52> 3) (52> 3)

E-1 CBM TATATATCATATGAGCGCATCATGCGGTAGC ATABBE T TACCAGTTATCGAACTTCACATTA
(clonagem em pET28a) Ta=58°C Ta=52°C

E-1 CBM cTCGCGIN GCGCATCATGCGGTAGC CGCGAGETCGAGTTACCAGTTATCGAACTTCAC
(clonagem em pEt41a) Ta=58,7°C Ta=49,8°C

A reacao de PCR, ligacao, transformacgao e confirmagao da clonagem em pET-
28a foram realizadas como descrito no capitulo 4.
As etapas de clonagem em pET-41a foram realizada no laboratério do Prof. Dr.

Harry Gilbert, no Reino Unido, e estdo descritas entre nos topicos 5.3.2, 5.3.3 e 5.3.4.

5.3.2. Reacao de PCR para amplificagao do gene alvo

A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se como alvo a solucido dos
plasmideos extraidos do clone positivo E-1. As condigdes de reacbes foram as
seqguintes: 32 uL de agua ultrapura estéril, 5 uyL de tampéao KOD 10 X PCR Buffer for
KOD Hot Start DNA Polymerase (Merck), 1 uL de dNTP 10 mM, 1,0 pL de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores (direto e reverso) a 10 pmol/pL, 1,0 uL do DNA molde
(concentragao entre 50 e 100 ng/puL) e 1 U da KOD Hot Start polimerase (Merck),
totalizando um volume de reacdo de 50 pL. As reacbes foram realizadas no
termociclador MyCycler™ Thermal Cycler (BioRad).

As condi¢des de amplificagdo compreenderam uma desnaturagao inicial a 98°C
por um minuto, seguida de 30 ciclos de 20 segundos a 98°C, 30 segundos a 55°C e 1
minuto a 72°C e um ultimo ciclo de 10 minutos a 72°C.

O produto de PCR foi avaliado por eletroforese de gel de agarose 1,0% (90 V por
60 minutos). As bandas foram visualizadas em transiluminador de luz UV, apés
tratamento com brometo de etideo 0,25 ug/mL por 15 minutos e as imagens capturadas

através do fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imager da Bio-Rad Life Sciences.
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5.3.3. Preparo do vetor pET-41a

O vetor foi preparado da seguinte forma: 35 pL do vetor (concentragao
aproximada de 60 ng/uL), 10 pL do tampédo TANGO 10X (Fermentas), 10 U de BamHI e
4,0 uL de agua. A reacéo foi incubada a 37°C por 1,5 horas e em seguida inativada a
80°C por 20 minutos. Posteriormente foram adicionados 10 U de Xhol na mesma
reacao, que foi novamente incubada a 37°C por 1,5 horas. A eficiéncia da digestao foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose 1,0%. Apds a confirmagao a reacéo foi
purificada através do kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).

Como forma de prevenir a religacao dos vetores nos casos em que a digestao
nao tenha sido eficiente, realizou-se a desfosforilagdo do vetor digerido. Para isso, 32
ML do vetor purificado foram adicionados de 5 pyL do tampao 10 X da fosfatase, 7,5 U de
fosfatase (Antarctica Phosphatase — New England Biolabs) e 11,5 yL de agua. A reagao

foi incubada a 37°C por 1 hora e posteriormente inativada por 20 minutos a 65°C.

5.3.4. Reacao de ligagao

A reacgao de ligagao foi feita de acordo com o que foi descrito no tépico 4.3.6.
5.3.5. Transformacao por choque térmico
A transformacgao foi feita em E.coli linhagem DH5a de acordo com o que foi
descrito no tépico 4.3.10.
5.3.6. Confirmagao da clonagem em pET-41a
A clonagem foi confirmada por PCR de col6nia. Neste caso, alguns clones foram
selecionados aleatoriamente e 2 pyL do indculo de cada colonia foram adicionados a
reacao de PCR contendo os oligonucleotideos iniciadores especificos para o vetor pET-

41a (T7 “sequencing primer” — 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3’, T7 ‘terminator
primer’—5 CTAGTTATTGCTCAGCGGTG 3’).
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Os clones que foram confirmados quanto a presenca do inserto apods
visualizagdo do produto de PCR por eletroforese em gel de agarose 1,0%, foram
selecionados para a extragdo do DNA plasmidial, através do kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega).

Como forma de avaliar se as sequéncias clonadas estavam corretas em relagao
a sequéncia de nucleotideos original, os plasmideos extraidos foram sequenciados na

empresa Eurofins MWG Operon.

5.3.7. Testes de expressao

A primeira etapa consistiu na otimizacdo da expressao do E-1 CBM clonado em
pET-28a (CBM-pET-28a). A Tabela 19, apresenta todas as cepas testadas e as
condicdes de expressao avaliadas. Todas as expressdes foram realizadas em 1 L de
meio de cultura, a 220 rpm de rotacéo.

As caracteristicas das linhagens BL21(DE3) e Rosetta2(DE3) foram citadas
anteriormente no item 4.3.8. A linhagem C41(DE3) (Lucigen) é derivada da cepa
BL21(DE3) e apresenta mutagdes que conferem tolerancia a toxicidade (informagdes
fornecidas pelo fabricante), pois em alguns casos a proteina expressa pode ser téxica
para a célula hospedeira.

A linhagem Tuner (DE3) (EMD Millipore) € um mutante deletério da cepa BL21,
sensivel a diferentes concentragdes do indutor IPTG (informagbes fornecidas pelo
fabricante).

O meio de autoinducgao, citado na Tabela 19, foi descrito por Studier, em 2005.
Este meio contém além de outros elementos glicose, glicerol e lactose. A glicose
representa a fonte primaria de energia além de atuar como repressor do promotor
envolvido na expressao heteréloga. A fonte secundaria de energia é representada pelo
glicerol. Apés a metabolizagdo do glicerol, as células passam a utilizar a lactose que
também atua como o agente indutor da expressao (STUDIER, 2005). O beneficio desta
técnica se baseia no fato de que o processo de expressao ocorre naturalmente, sem a
necessidade do monitoramento da absorbancia a 600 nm para a adigdo do agente
indutor da expressao. Além disso, a expressao ocorre com uma densidade de células

superior (absorbancia a 600 nm aproximadamente igual a 5), o que aumenta as
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chances de obtencao de maiores niveis de expressao proteica (STUDIER, 2005).

Tabela 19 — Condi¢des dos testes de expressdo do CBM-pET-28a.

Cepa Temperatura Periodo Concentragdo Meio de
(eC) de de cultura
indugdo IPTG
BL21(DE3) 162C 16 horas 1mMm LB
Novagen
BL21(DE3) 372C 4 horas 1mM LB
Novagen
BL21(DE3) 162C - Auto-indugdo
16 horas
Novagen
Rosetta2(DE3) 16°C 16 horas 1mMm LB
Novagen
o
C41(.DE3) 162C 16 horas 1mM LB
Lucigen
Tuner(DE3) 162C 16 horas 1mM LB
EMD Millipore

Em relagdo a clonagem em pET-41a, os plasmideos extraidos de E.coli linhagem
DH5a foram transformados na linhagem BL21(DE3) para realizacdo dos testes de
expressdao em 1 L de meio LB. As células foram mantidas sob agitacdo de 250 rpm a
37°C até que o valor de absorbancia a 600 nm atingisse o valor de 0.6. A expressao
proteica foi entdo induzida pela adicao de 1 mM de IPTG em duas condi¢des a 16°C por

16 horas e a 37°C por 4 horas.

5.3.8. Purificacao proteica

ApoOs a expressao e centrifugacdo da cultura bacteriana a 5.800 x g por 30
minutos, o pellet foi ressuspenso em tampao Talon, contendo Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e
NaCl 100 mM. Posteriormente, a amostra foi lisada por ultrasonificacao e centrifugada a
5.800 x g por 40 minutos. O sobrenadante foi coletado e purificado por IMAC em resina

de cobalto do tipo Talon.
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Apods a injecdo da amostra, a resina foi lavada uma vez com tamp&o Talon
contendo 10 mM de imidazol, seguida por duas lavagens com tampao Talon com 100
mM de imidazol, através das quais era esperada a recuperacdo da proteina de
interesse.

A analise da pureza da amostra resultante da purificacdo foi feita através de
SDS-PAGE 12,5%.

5.3.9. Calorimetria de titulacao isotérmica

As medigdes de ITC foram feitas a 25°C, seguindo procedimentos padrées em
um calorimetro de titulagao isotérmica Microcal Omega (PELL et al., 2003). A amostra
proteica foi extensamente dialisada em tampao HEPES 50 mM, pH 8,0. O ligante foi
dissolvido no mesmo tampao para minimizar os calores de diluicdo. Durante as
titulacbes, aproximadamente 2 mL de proteina na concentragdgo 100 pM foram
adicionados a célula de reagdo, mantida a 25°C e homogeneizada a 300 rpm.
Aproximadamente 10 uL do ligante foram injetados sucessivamente, em um total de 25
injecdes, com intervalos de 200 segundos. Os ligantes avaliados foram: celohexose
(C6), celopentose (C5), celotetrose (C4), manohexose (M6), xilohexose (X6),
heptassacarideo X3Glcs (XXXG) (todos fornecidos pela Megazyme), B-glucano de baixa
viscosidade (BG), xiloglucano (XG) e xilana beechwood (de madeira de faia) (XB)
(todos fornecidos pela Sigma Aldrich). Os ligantes C6, C5, C4, M6, X6 e XXXG foram
utilizados na concentragdo de 5 mM, enquanto que a concentragado de BG foi 6 mg/mL,
e as de XG e XB foram 10 mg/mL.

A celohexose, celopentose e celotetrose correspondem a 6, 5 e 4 unidades de
glicose, respectivamente, unidas por ligagbes glicosidicas do tipo B(1>4). A
manohexose, consiste de 6 unidades de manose unidas por ligagdes glicosidicas do
tipo B(1->4) e a xilohexose de 6 unidades de xilose unidas por ligagbes glicosidicas do
tipo B(1>4). O B-glucano apresenta uma cadeia mista de glicoses unidas por ligacoes
glicosidicas dos tipos B(1>3) e B(1>4) na proporgdo de 1:2 ou 1:3 (informacdes
fornecidas pelo fabricante). O xiloglucano € formado por uma cadeia principal de
glicoses unidas por ligagdes glicosidicas do tipo 8(1->4), com substituicdes, geralmente

na posigcao 6, de xilose, galactose, arabinose ou outros agucares (HENSEL, 1993). O
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heptassacarideo XXXG apresenta quatro residuos consecutivos de glicoses unidos por
ligacbes B(1>4) sendo que trés deles estdo ligados a unidades de xilose (MARCUS et
al., 2008).

A concentracdo molar dos sitios de ligagdo nos polissacarideos (BG, XB e XG)
foi determinada através da alteragao da concentragao do ligante para o ajuste da curva,
até que numero de sitios de ligagdo na proteina (N) fosse igual a 1 (SZABO et al.,
2001).

A integracado dos valores correspondentes a energia liberada em cada uma das
titulagdes foi feita por regressao néo linear, através do modelo de sitio de ligagao unico
(Microcal Origin, versao 2.9), que permitiu a determinag¢ao da constante de associagao
Ka e a entalpia de ligagdo AH. Os demais parametros termodinamicos, AG e AS foram

calculados de acordo com as equacgdes 1.1 e 1.2 (Capitulo 1).

5.3.10. Remocao da cauda de GST

Para a realizagao dos testes de cristalizacado foi necessaria a remog¢ao da cauda
de GST expressa em fusdo com a proteina de interesse. Como descrito anteriormente o
vetor pET-41a apresenta sitios de clivagem para enteroquinase e trombina (Figura 60).

Para os experimentos de cristalizacdo é desejavel que seja removida a maior
quantidade possivel de aminoacidos que nao pertencem a sequéncia nativa da
proteina. Em virtude disso, como pode ser visualizado na Figura 60, a enzima mais
adequada para a remoc¢ao da cauda de GST é a enteroquinase, pois € a que apresenta
o sitio de clivagem mais proximo do inicio da sequéncia da proteina de interesse (sitio
BamHlI).

A eficiéncia de remocao da cauda de GST com enteroquinase foi avaliada por
testes nos quais se variava a quantidade de enzima adicionada. As reacdes eram
constituidas por 5 pL do tampao de reacéo (10 X rEK Cleavage/Capture Buffer, Merck
Millipore), 10 yL da proteina alvo de clivagem (10 ug/pL), agua ultrapura estéril para o
volume final de 50 uL e diferentes quantidades de enteroquinase (0,2 U, 0,5 U e 1,0 U).
As reacdes foram incubadas a 21°C por aproximadamente 16 horas, e o resultado foi
avaliado por SDS-PAGE.
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AGTCCCATGGATATCGGGGATCCGAATTCTGTACAGGCCTTGGCELECCTEGCAGGCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGRCCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACCACCACTAATTGATTAA  pET-41b(+)
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Avill Bpul1021 T7 terminator
TACCTAGGEYGCT»\AACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGETGETGCCAECGCTGAGEA&TAAET»\GC&TAACCCCTTGGGGCC TCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
T7 terminator primer #69337-3

pET-41a(+) cloning/expression regions

Figura 60 — Detalhe da regido de clonagem do vetor de expressdo pET-41a. As setas
em vermelho indicam os sitios de clivagem proteolitica com enteroquinase e trombina,
para a remoc¢ao da cauda de GST expressa em fusdao com a proteina de interesse.

A clivagem com trombina (Biotinylated Thrombin, Merck Millipore) também foi
avaliada, seguindo as mesmas condi¢des descritas acima, com a diferenca do tampao
utilizado na reacao, que no caso foi o Thrombin Cleavage/Capture Buffer - Merck
Millipore.

Posteriormente, as reagdes foram escalonadas, mantendo as proporcdes

descritas, para a digestao de maiores quantidades da proteina alvo.

5.3.11. Preparo da amostra para os testes de

cristalizacao

Apo6s a remocao da cauda de GST, a reacao teve que ser purificada para a
separacao da proteina de interesse da cauda de GST clivada. A purificagcao foi feita por
IMAC, visto que a cauda de GST continha a cauda de histidina capaz de se ligar a
resina TALON. A fracdo correspondente ao CBM, que n&o interagiu com a coluna, foi
recuperada apos a injecao da amostra.

Posteriormente, a fracdo correspondente ao E-1 CBM foi concentrada em

concentrador do tipo VivaSpin 2 (GE Healthcare) com corte de 3 kDa. Em seguida, uma
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solucao contendo 6,25 mM de celohexose foi adicionada a amostra, com o objetivo de
se obter cristais do E-1 CBM complexados com o oligossacarideo.

Os testes de cristalizacdo foram realizados pelo método de matriz esparsa,
através do nL Mosquito liquido handling robot através dos seguintes kits comerciais:
Structure Screen 1 & 2 HT-96, JCSG-plus™ Screen e Pact premier™ todos da

Molecular Dimensions.

5.4. Resultados e Discussao

5.4.1. Clonagem em pET-28a

Através da reacao de PCR foi amplificado um fragmento correspondente a regiao
C-terminal de E-1, correspondente ao E-1 CBM, com o tamanho esperado de
aproximadamente 0,28 kb (Figura 61A). Como se pode observar na Figura 61B, por
digestao enzimatica foi possivel a confirmacao da clonagem do fragmento de interesse
no vetor pET-28a. O sequenciamento do inserto garantiu que nenhuma mutacao

ocorreu no gene e que ele foi clonado na fase de leitura correta.

A B

M
5,0 kb '
— SA

=

1.0kb

0,3 kb

0,3kb - B
02kb —WE 5

Figura 61 — A - Amplificacdo do fragmento correspondente a E-1 CBM por PCR. B -
Confirmacao da clonagem em pET-28a por digestdo com enzimas de restricdo, onde
(A) corresponde ao vetor pET-28a linearizado e (B) ao fragmento liberado.
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Através da ferramenta ProtParam foram determinados alguns parametros
bioquimicos e biofisicos de E-1 CBM (Tabela 20), como: peso molecular, ponto
isoelétrico, coeficiente de extingdo molar, indice de hidrofobicidade (onde valores
negativos indicam que a proteina apresenta possibilidade de ser soluvel). Os dados
foram gerados a partir da sequéncia clonada traduzida em aminoacidos com a adigao

do segmento do vetor pET-28a que também é traduzido.

Tabela 20 - Parametros bioquimicos e biofisicos de E1- CBM clonado em pET-28a
calculados a partir do ProtParam.

Proteina Numero de Peso Ponto Coeficiente de Indice de
aminodcidos molecular isoelétrico Extingao Molar hidrofobicidade

E-1-CBM 113 12 kDa 9,34 20970 M. cm’™ -0,378

5.4.2. Clonagem em pET-41a

Através da reagdao de PCR foi amplificado um fragmento com o tamanho
esperado de aproximadamente 0,28 kb (Figura 62A). Como se pode observar na Figura
62B, por PCR de colbnia foi possivel a confirmagdo da clonagem do fragmento de
interesse no vetor pET-41a. O sequenciamento do inserto garantiu que nenhuma
mutacao ocorreu no gene de interesse e que ele foi clonado na fase de leitura correta.

Através da ferramenta ProtParam alguns parametros bioquimicos e biofisicos da
proteina E-1 CBM fusionada a cauda de GST (Tabela 21) foram determinados, como:
peso molecular, ponto isoelétrico, coeficiente de extingdo molar, indice de
hidrofobicidade (onde valores negativos indicam que a proteina apresenta possibilidade
de ser soluvel). Os dados foram gerados a partir da sequéncia clonada traduzida em
aminoacidos com a adigdo do segmento do vetor pET-41a que também é traduzido e

que inclui a proteina GST, que isoladamente apresenta cerca de 27,7 kDa.
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Figura 62 -(A) Amplificacdo do fragmento correspondente ao gene E-1 CBM por PCR.
(B) Confirmacéao da clonagem em pET-41a por PCR de colénia. M — marcador de peso
molecular 1 kb.

Tabela 21 - Parametros bioquimicos e biofisicos do E-1 CBM clonado em pET-41a
calculados a partir do ProtParam.

Proteina Numero de Peso Ponto Coeficiente de indice de
aminoacidos molecular isoelétrico Extingao Molar hidrofobicidade
E-1-CBM 378 41,8 kDa 6,5 65695 M. cm™ -0,444

5.4.3. Testes de expressao com o vetor pET-28a

Os resultados dos testes de expressdo podem ser visualizados na Figura 63.
Podemos observar que nas condicbées A, B, D, E e F, a maior parte da proteina
resultante da expresséao foi encontrada na fracdo insoluvel (em azul), enquanto que
uma fracado muito pequena foi observada na fragao soluvel (em vermelho). Na condicao

C, foi observada uma pequena quantidade de proteina na fragao soluvel.
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Em virtude da necessidade de grandes quantidades de proteina para os
experimentos de ITC e cristalizacdo, optou-se por testar a expressao do E-1 CBM em

pET-41, na tentativa de obtencao de maiores niveis de expressao proteica.

A BL21(DE3)-16 horas a 16°C (1 mM de IPTG) B BL21(DE3) -4 horas a 37°C (1 mM de IPTG)

14,2 kDa [
14,2 kDa |

R tta2(DE3) —-16 h 16°C (1 mM de IPTG
c (DE3) -16 horas a 16°C (1 mM de IPTG) D  C41(DE3)-16 horas a 16°C (1 mM de IPTG)

14,2 kDal
14,2 kD

E Tuner(DE3) —16 horas a 16°C (0,2 mM de IPTG) F Autoindugio-16 horas a 16°C (1 mM de IPTG)

14,2 kDa

Figura 63 - Testes de expressao do E-1 CBM clonado em pET-28a. 1 - fragcao insoluvel,
2- fracao soluvel, 3 - fracao néao ligada a resina de cobalto, 4 - lavagem com tampéao
TALON contendo 10 mM de imidazol, 5 - 12 lavagem com tamp&o TALON contendo

100 mM de imidazol, 6 - 22 lavagem com tampao TALON contendo 100 mM de
imidazol. M — Marcador de peso molecular.

5.4.4. Teste de expressao com o vetor pET-41a

A Figura 64, apresenta o resultado da expressao em BL21(DE3) do E-1 CBM
clonado pET-41a nas condi¢cdes testadas. No caso da expressao a 37°C, grande parte

da proteina foi expressa na forma insoluvel (em azul). Por outro lado, a expressao a
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16°C por 16 horas resultou na obtencao de grande quantidade da proteina de interesse
na fracao soluvel (em vermelho). Em virtude disso, essa condigdo foi definida como

sendo a mais apropriada para a expressao heteréloga do E-1 CBM.

A

o

BL21(DE3) - 16 horas a 16°C (1 mM de IPTG)

BL21(DE3) — 4 horas a 37°C (1 mM de IPTG)

45 kDa

29 kDa

Figura 64 - Testes de expressao do E-1 CBM clonado em pET-41a. 1 - fragc&o insoluvel,
2 - fracao soluvel, 3 - fracdo nao ligada a resina de cobalto, 4 - lavagem com tampé&o
TALON contendo 10 mM de imidazol, 5 - 12 lavagem com tamp&o TALON contendo
100 mM de imidazol, 6 - 22 lavagem com tampao TALON contendo 100 mM de
imidazol. M — Marcador de peso molecular.

5.4.5. Calorimetria de titulacao isotérmica

A capacidade e afinidade de ligacao do CBM a diversos substratos foram
avaliadas por meio da técnica de ITC. A cauda de GST nao apresenta interagcdo com os
tipos de ligantes testados e por isso sua remoc¢éo nao foi necessaria. Como forma de
garantir que o calor de diluicdo do ligante no tampao nao interferia nos dados obtidos,
primeiramente foram realizadas as titulagdes dos ligantes no tampao HEPES 50 mM,
pH 8,0. Através desses experimentos foi confirmado que nao ocorria liberacao
significativa de energia (dados ndo mostrados).

A Figura 65 mostra alguns exemplos de titulagcdes, enquanto a Tabela 22

apresenta os parametros termodinamicos calculados para cada uma das titulacbes
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realizadas. Foi observado que o E-1 CBM apresentou maior afinidade de ligagdo com
celohexose e B-glucano, com constantes de associagdo (Ki) na ordem de 10* M™,
seguido por xiloglucano e celopentose com K, aproximadamente 10 vezes menor.

Os dados da Tabela 22 demonstram ainda que de forma similar a outros CBMs
capazes de ligar a substratos soluveis (BORASTON et al., 2002, BOLAM et al., 2004,
HENSHAW et al., 2006), a interacdo do E-1 CBM com polissacarideos e
oligossacarideos foi dirigida por mudancgas na entalpia (AH) e que a diminuigdo do valor
entropia (AS) teve impacto negativo na afinidade.

O E-1 CBM foi classificado como tipo B, em fungao da capacidade de se ligar a
cadeias unicas e livres de polissacarideos soluveis e oligossacarideos.

Como ja descrito em outros trabalhos, a afinidade do CBM por oligossacarideos
esta diretamente associada ao tamanho da cadeia (BORASTON et al., 2003, BOLAM et
al., 2004), o que corrobora os resultados que mostraram que a afinidade de ligagao do
E-1 CBM com celopentose foi cerca de 10 vezes inferior a celohexose. Além disso, o
fato do E-1 CBM nao apresentar capacidade de ligacdo a celotetrose, indicou a
necessidade de uma cadeia com pelo menos 5 unidades de glicoses para a interagao
do CBM com celo-oligossacarideos.

Através dos dados em XXXG, foi verificado que o E-1 CBM nao foi capaz de se
ligar nos pontos onde ocorrem substituicdes na cadeia principal. Porém, a capacidade
de ligagdo ao xiloglucano, que apresenta de 60 a 75% dos residuos de glicose
substituidos na posigao 6 (FRY, 1989), mostrou que a presenca de substituicdes nao
interfere no reconhecimento da cadeia principal de glucano. Além disso, E-1 CBM foi
capaz de se ligar aos polissacarideos com mais de um tipo de ligagdo entre as
unidades de glicose, como no caso do -glucano.

A nao interagao do E-1 CBM com manohexose, xilohexose e xilana beechwood
demonstrou sua habilidade em reconhecer exclusivamente cadeias de glucano. Essa
caracteristica € compativel com o tipo de substrato degradado pelo dominio catalitico

ao qual o E-1 CBM esta ligado em sua forma nativa.

143



Time (min)
40 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Co

rrrrrrrrrrrrrrrrrr-r
0 J
6]
0 g
o
-
[\
8]
3
5 T T T T T T T
0 J
-
c
V]
8
8]
0
£
= 249 1
o
K}
o
£
-
[\ - -
T4
X
A e e e
0 2 4 6 8 10 12 14
Molar Ratio
BG Bota 14 Linkage
oM

T
on Beta 1,3 Linkage
11me (min)
10 20 30 40 50 60 70 80 90

—

pcal/sec

kcal/mole of injectant

o
~
~
o
©
3
>
=

16
Molar Ratio

Figura 65 — Resultados
(C6), celopentose (C5),
madeira de faia (XB).

054

pcal/sec

kcal/mole of injectant

Hcal/sec

kcal/mole of injectant

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T T T T T T T T T

0.0+

o
n
L

2 T T T T T T

Molar Ratio

XG /M

y*’,\,/ »?/Q "/\./ \/\,),
\ e
\S \ o °/
11me (min)
40 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T T T T T T T T T
004 1
054 4
104 4
154 4
204 4
254 1
T T T T T T T
| /'“Www 1
'2 T T T T T T T T T T T
20 2 4 6 810 1214 16 18 20

Molar Ratio

144

pcal/sec

kcal/mole of injectant

Jcal/sec

kcal/mole of injectant

-0.02 4 ﬂ 4
-0.04 4
-0.06 q
-0.08 4 q
-0.10 4 4
-0.124 q
-0.14 4 q
-0.16 q
-0.18 q

0024 g 4
-0.034 4
-0.04 .
-0.054
-0.06
0074
-0.084 ]
-0.09- 4

0,005 " p
00104 n " p
0015 i
0,020 ] j
0054 w gt
0,030 . i
0,035 j

oK
O K

o
W o
HO
e
i
o

OH

-0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
04

. LI L B B B B B B
0.02 4 B
0.00 4

Time (min)

-0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T T T T T T T T T
0.01 g

0.00 1

-0.01 4

-0.024 q

-0.034 B

-0.04 4 4

2005
0005 ]
0.000 . 4

Molar Ratio

dos experimentos de ITC do E-1 CBM titulado com celohexose
celotetrose (C4), B-glucano (BG), xiloglucano (XG) e xilana de



Tabela 22 — Afinidade e parametros termodinamicos da ligacdo do E-1 CBM com

diferentes polissacarideos e oligossacarideos determinados através de experimentos
de ITC.

Ligante N K, (M-1) AH TAS AG
(kcal.mol?)  (kcal.mol?) (kcal.mol?)

e 0,995 + 0,172 1,23x10% + 2x10° -8,25 + 1,64 -2,67 -5,58
celopentose 0,995 + 0,285 4,33x10%+ 0,634 -5,1+ 1,67 -0,115 -4,99
celotetrose Ndo houve interagcdo
B-glucano 1,00 + 0,304 1,11x10% +2,7x10°  -8,78 +3,01 -3,25 -5,53
Xilo-glucano 1,03+ 0,474 5,03x10% + 1,01x10° -5,56 +2,76 -0,51 -5,05
XXXG Ndo houve interagdo
manohexose Ndo houve interagcdo
xilohexose Ndo houve interagdo
Xilano Ndo houve interagcdo
Beechwood

5.4.6. Remocao da cauda de GST

Em relacéo a digestdao com enteroquinase, a Figura 66 mostra que nao houve a
clivagem da cauda de GST em nenhuma das condi¢des testadas. Isso pode ser
explicado pela possibilidade do sitio de clivagem se localizar em uma regiao de dificil
acesso para a enteroquinase em funcao de caracteristicas do enovelamento proteico.

Por outro lado, os resultados dos testes de clivagem com trombina resultaram na
separacao entre a cauda de GST e o E-1 CBM (Figura 67), resultando no aparecimento
de outras duas bandas menores, com tamanhos proximos do esperado de 27,7 kDa
para a cauda de GST e 14,1 kDa para E-1 CBM. O valor de 14,1 kDa foi calculado
levando em considerando a sequéncia de aminoacidos correspondente ao E-1 CBM e
0s aminoacidos adicionais codificados pela sequéncia do vetor e que nao sao clivados
pela trombina, em virtude do sitio de clivagem estar relativamente distante do sitio de

clonagem. Considerando que o tamanho predito com base na sequéncia de
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aminoacidos do E-1 CBM é de 9,5 kDA, observou-se que uma quantidade elevada de
residuos de aminoacidos permaneceu na sequéncia apos a clivagem. A presenca
desses residuos adicionais poderia interferir negativamente nas etapas de cristalizacao

proteica, visto que nao fazem parte da sequéncia de aminoacidos original do E-1 CBM.

45 kDa

29 kD

Figura 66 — Digestdao do E-1 CBM fusionado a cauda de GST com enteroquinase. 1 -
Reacdo controle sem enteroquinase, 2 - Reacdao com 0,2 U de enteroquinase, 3 -
Reacao com 0,5 U de enteroquinase e 4 - Reacdo com 1,0 U de enteroquinase. M —
Marcador de peso molecular.
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Figura 67 - Digestao do E-1 CBM fusionado a cauda de GST com trombina. 1 - Reacao
controle sem trombina, 2 - Reacdo com 0,2 U de trombina, 3 - Reagao com 0,5 U de
trombina e 4 - Reacao com 1,0 U trombina. M — marcador de peso molecular.
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5.4.7. Testes de cristalizacao

Apos a clivagem da cauda de GST, a amostra foi submetida a purificacdo por
IMAC. A amostra que nao interagiu com a coluna por nao possuir a cauda de histidina,
correspondente ao E-1 CBM, foi coletada e concentrada, atingindo concentracao final
aproximada de 8,6 mg/mL. A amostra (Figura 68) foi submetida aos testes de
cristalizacao, porém nao foi verificada a formacédo de cristais em nenhuma das

condicbes testadas.

14.2 kDa

Figura 68 — Amostra de E-1 CBM empregada nos testes de cristalizacao.

5.5. Conclusoes

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho confirmaram a identidade do
dominio proteico E-1 CBM como sendo um tipico CBM, pois ao ser clonado
isoladamente do dominio catalitico continuou apresentando a capacidade de se ligar a
diversos polissacarideos. O fato de E-1 CBM nao apresentar identidade de sequéncia
com dominios conservados de familias de CBMs conhecidas tornou necessario o

estudo das caracteristicas de interacao deste CBM com diferentes ligantes.
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Através dos experimentos de ITC, foi observado que o E-1 CBM apresentou
especificidade de ligagdo a cadeias de glucano, o que € consistente com o substrato
alvo de degradacdo do dominio catalitico ao qual o CBM se encontra ligado. As
afinidades de ligagdo seguiram a seguinte ordem decrescente: celohexose, B-glucano,
xiloglucano e celopentose. Em relagdo a ligagdo com celo-oligossacarideos, verificou-
se que o E1-CBM foi capaz de interagir com celohexose e celopentose, mas ndo com
celotetrose, indicando a necessidade de pelo menos 5 unidades de glicose para a
ocorréncia da interagao.

A capacidade do E-1 CBM de interagir com B-glucano mostrou que ele é capaz
de reconhecer cadeias de glucano que apresentem em sua composigcao ligagdes
glicosidicas do tipo B(1->3) e B(1->4) intercaladas.

A interacdo de E-1 CBM com xiloglucano foi avaliada em detalhes através do
ensaio realizado com XXXG, que constitui a principal unidade repetitiva da cadeia de
xiloglucano. Neste caso ndo houve interagdo do E1-CBM com o ligante, demonstrando
que a interagdo do E-1 CBM com a cadeia de xiloglucano ndo ocorre nesses pontos de
substituicdo, mas que a presenca deles ndo impede o reconhecimento da cadeia
principal de glucano.

Além disso, a capacidade do E-1 CBM em interagir com polissacarideos soluveis
e oligossacarideos, permitiu sua classificagdo como CBM do tipo B.

Em relacdo aos paradmetros termodinamicos foi observado que a reacdo de
ligacao foi dirigida por mudangas na entalpia e que a diminuigdo da entropia teve
impactos negativos na afinidade de interagdo, em concordancia com o que ja foi
descrito para outros CBMs capazes de se ligar a ligantes soluveis.

Estudos futuros em relacédo a estrutura do E-1 CBM seréo realizados através da
técnica de ressonancia nuclear magnética. Tais estudos serdo importantes para
avaliagcdo do mecanismo de interacdo do E-1 com diferentes ligantes, de forma a
contribuir com o entendimento do mecanismo de reconhecimento dos CBMs a

diferentes carboidratos.
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CONCLUSOES GERAIS DA TESE

Neste trabalho descrevemos com sucesso a identificagcdo de novos genes
codificantes para glicosil hidrolases através da triagem funcional de uma biblioteca
metagendmica construida com DNA extraido de um consércio microbiano derivado de
amostra de solo de canavial.

A avaliagcao das sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas por tais
genes resultou na identificagdo de duas celulases da familia GH5, E-1 e E-2, uma
celulase da familia GH6, E-3, uma xilanase da familia GH10, X-1, e uma glicosil
hidrolase com identidade para a familia GH16, denominada X-2.

A identificacdo de celulases e xilanases das familias GH5 e GH10,
respectivamente, pela triagem funcional de bibliotecas metagenémicas é
frequentemente descrita na literatura. Por outro lado, a identificacdo de enzimas da
familia GH6 e GH16 é pouco comum. Isso demonstra que as metodologias empregadas
para a construgdo e triagem funcional das bibliotecas metagendmicas permitiram a
identificacdo de membros de diferentes familias de glicosil hidrolases inclusive daquelas
cujas atividades enzimaticas nao sao comumente expressas em bibliotecas
metagendmicas.

Além disso, a frequéncia de clones positivos identificados em relagdo ao numero
de megabases submetidos a triagem funcional foi superior ao encontrado em outros
trabalhos de metagenémica. Isso pode estar diretamente relacionado a etapa de
enriquecimento que deu origem ao consoércio microbiano, resultando no aumento da
frequéncia dos genes de interesse.

Em relacdo a celulase E-1 foi constatado tratar-se de uma proteina com dois
dominios, sendo um deles o dominio catalitico, E-1 Cat, e o outro o dominio de ligagao
a carboidratos, E-1 CBM. Enquanto E-1 Cat apresentou identidade com dominios
conservados das celulases da familia GH5, no caso do E-1 CBM néo foi observada
identidade com nenhum dominio proteico conhecido, inclusive de familias de CBMs
conhecidas. Dessa forma, nesse trabalho propomos que o E-1 CBM deve ser o membro
de uma nova familia de CBMs. A caraterizagao funcional do E-1 CBM, permitiu sua

classificagdo como sendo do tipo B, pois foi capaz de se ligar a oligossacarideos e
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polissacarideos soluveis. O E-1 CBM apresentou especificidade de ligacdo a cadeias
de glucano com grau de polimerizagdo de no minimo cinco unidades de glicose, com
ligacbes do tipo B(1>4) ou ligagbes mistas do tipo B(1>4) e B(1>3). Estudos
posteriores serao realizados visando a determinagao da estrutura tridimensional deste
CBM de forma a desvendar o mecanismo de reconhecimento e interacdo com
diferentes ligantes.

A celulase E-1 Cat e a xilanase X-1 foram submetidas as etapas de
caracterizagao bioquimica e os resultados obtidos mostraram que ambas apresentaram
condicbdes de atuacao referentes a temperatura, pH e estabilidade térmica adequadas
para aplicagcao em processos industriais.

E-1 Cat apresentou ainda elevada eficiéncia catalitica e foi capaz de liberar
agucares soluveis diretamente de celulose cristalina e bagago de cana-de-agucar
explodido, evidenciando seu potencial uso como um componente de coquetéis
enzimaticos utilizados na conversao da biomassa vegetal.

Em relagdo a xilanase X-1, foi observada sua capacidade de hidrolisar ligacoes
glicosidicas do tipo B(1>4) internas e externas entre residuos de xilose presentes em
polissacarideos complexos, como bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com acido
fosférico, xilana de madeira de faia e arabinoxilana de trigo. A hidrdlise desses
polissacarideos resultou na liberagdo de xilo-oligossacarideos, xilobiose e xilose, que
sdo compostos empregados em industrias alimenticias e de biocombustiveis para a
geracgao de bio-produtos. Além disso, a etapa de hidrdlise de bagaco de cana-de-agucar
pré-tratado com acido fosforico com X-1 antes da etapa de sacarificagcdo com coquetel
celulolitico resultou no aumento da quantidade de acucares soluveis liberada.

Dessa forma, conclui-se que as bibliotecas metagenémicas construidas neste
trabalho se mostraram adequadas para a prospeccédo de novos genes codificantes de
glicosil hidrolases. Pelo fato das bibliotecas metagendmicas terem sido construidas com
DNA metagenédmico de solo, ambiente caracterizado pela enorme diversidade genética,
elas podem ser utilizadas para a prospeccao de genes envolvidos em diversas
atividades metabdlicas, constituindo uma fonte ilimitada para prospec¢ao de novas

biomoléculas.
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Abstract

Metagenomics has been widely employed for discovery of new enzymes and pathways to conversion of lignocellulosic
biomass to fuels and chemicals. In this context, the present study reports the isolation, recombinant expression, biochemical
and structural characterization of a novel endoxylanase family GH10 (SCXyl) identified from sugarcane soil metagenome.
The recombinant SCXyl was highly active against xylan from beechwood and showed optimal enzyme activity at pH 6,0 and
45°C. The crystal structure was solved at 2.75 A resolution, revealing the classical (B/a)g-barrel fold with a conserved active-
site pocket and an inherent flexibility of the Trp281-Arg291 loop that can adopt distinct conformational states depending
on substrate binding. The capillary electrophoresis analysis of degradation products evidenced that the enzyme displays
unusual capacity to degrade small xylooligosaccharides, such as xylotriose, which is consistent to the hydrophobic contacts
at the +1 subsite and low-binding energies of subsites that are distant from the site of hydrolysis. The main reaction
products from xylan polymers and phosphoric acid-pretreated sugarcane bagasse (PASB) were xylooligosaccharides, but,
after a longer incubation time, xylobiose and xylose were also formed. Moreover, the use of SCXyl as pre-treatment step of
PASB, prior to the addition of commercial cellulolytic cocktail, significantly enhanced the saccharification process. All these
characteristics demonstrate the advantageous application of this enzyme in several biotechnological processes in food and
feed industry and also in the enzymatic pretreatment of biomass for feedstock and ethanol production.
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Introduction their use in degradation of lignocellulosic biomass for biofuels
production [8,9].

The development of novel enzymes is primarily dependent on
the effectiveness of the screening strategy and the variety of
candidate microorganisms present in certain environmental
location [10]. In addition, less than 1% of microorganisms from
natural environments can be cultivated using traditional culture
methods [11]. Thus, researchers have developed strategies to
prospect genes through culture-independent methods [1]. Meta-
genomics is an advanced strategy to seck for novel functional genes
and/or biologically active compounds, by means of direct
extraction of all microbial genomic DNA from an environmental
sample [12,13].

Novel xylanases with designed characteristics for biotechnolog-
ical application have been identified by metagenomics approaches
[14-16]. A novel GHI11 was retrieved from a compost-soil

The conversion of lignocellulosic biomass into renewable fuels
has been considered a promising technology to replace fossil fuels
and to attend the global need for clean energy. Although the
recent worldwide growth in the production of biofuels from plant
biomass, several technological bottlenecks still exist and this
bioconversion process is not profitable yet [1]. The development of
low cost biocatalysts and the improvement of the catalytic
efficiency are considered the key to the future of biofuels [1,2,3,4].

Xylanases (E.C. 3.2.1.8) are hemicellulases responsible for
breaking down xylan, the major hemicellulosic component of plant
cell walls, into short xylooligosaccharides by a general acid-base
mechanism involving two glutamic acid residues [5,6]. Typically,
these enzymes can be classified into glycoside hydrolase (GH)
families 10 and 11 based on amino-acid sequence similarities [7].
Recently, these enzymes have received much attention owing to
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Endo-xylanases play a key role in the depolymerization of xylan and recently, they have attracted much
attention owing to their potential applications on biofuels and paper industries. In this work, we have
investigated the molecular basis for the action mode of xylanases 10B at high temperatures using
biochemical, biophysical and crystallographic methods. The crystal structure of xylanase 10B from hyper-
thermophilic bacterium Thermotoga petrophila RKU-1 (TpXyl10B) has been solved in the native state and
in complex with xylobiose. The complex crystal structure showed a classical binding mode shared among
other xylanases, which encompasses the —1 and —2 subsites. Interestingly, TpXyl10B displayed a temper-
ature-dependent action mode producing xylobiose and xylotriose at 20 °C, and exclusively xylobiose at
90 °C as assessed by capillary zone electrophoresis. Moreover, circular dichroism spectroscopy suggested
a coupling effect of temperature-induced structural changes with this particular enzymatic behavior.
Molecular dynamics simulations supported the CD analysis suggesting that an open conformational state
adopted by the catalytic loop (Trp297-Lys326) provokes significant modifications in the product release
area (+1,+2 and +3 subsites), which drives the enzymatic activity to the specific release of xylobiose at
high temperatures.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Xylanases (B-1,4-xylan xylanohydrolase,

and 43 have also been identified [4,5]. The biotechnological appli-
cations of xylanases include food, feed, textile and paper industries

E.C. 3.2.1.8) are [6], and recently they have received much attention owing to their

responsible for breaking down xylan, the major hemicellulosic
component of plant cell walls, into short xylooligosaccharides by
a general acid-base mechanism involving two glutamic acid resi-
dues [1,2]. Typically, these enzymes can be classified into glycoside
hydrolase (GH) families 10 and 11 based on amino-acid sequence
similarities [3]. However, xylanases belonging to families 5, 8

Abbreviations: TpXyl10B, xylanase 10B from Thermotoga petrophila RKU-1;
TmXyl10B, xylanase 10B from Thermotoga maritima MSB8; GH, glycoside hydrolase;
CD, circular dichroism; CZE, capillary zone electrophoresis; U, unit; MD, molecular
dynamics; XTAL, X-ray crystallography.
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0006-291X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2010.11.010

use in degradation of lignocellulosic biomass for biofuels produc-
tion [7,8]. In this context, enzymes exhibiting high enzymatic
efficiency combined with hyper thermal and chemical tolerance
are extremely desired. Although countless extremophilic enzymes
have been characterized, the molecular basis for their mode of
action at high temperatures is still poorly understood. Several
structures of family 10 xylanases have been solved, from meso-
philic to hyperthermophilic organisms enabling an in-depth com-
parative study in terms of thermophilicity, thermostability and
action mechanism. Thus, in order to gain insights into the structural
determinants of their mode of action at high temperatures we have
performed a functional and structural characterization of a
hyperthermostable xylanase 10B from the bacterium Thermotoga
petrophila RKU-1 (TpXyl10B). Our studies addressed important
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1,3-B-Glucan depolymerizing enzymes have considerable biotechnological applications including biofuel
production, feedstock-chemicals and pharmaceuticals. Here we describe a comprehensive functional
characterization and low-resolution structure of a hyperthermophilic laminarinase from Thermotoga pet-
rophila (TpLam). We determine TpLam enzymatic mode of operation, which specifically cleaves internal
B-1,3-glucosidic bonds. The enzyme most frequently attacks the bond between the 3rd and 4th residue
from the non-reducing end, producing glucose, laminaribiose and laminaritriose as major products.
Far-UV circular dichroism demonstrates that TpLam is formed mainly by beta structural elements, and
the secondary structure is maintained after incubation at 90 °C. The structure resolved by small angle
X-ray scattering, reveals a multi-domain structural architecture of a V-shape envelope with a catalytic

domain flanked by two carbohydrate-binding modules.

Crown Copyright © 2011 Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Renewable structural polysaccharides are abundant resources in
the biosphere and represent a valuable industrial substrate for
many industrial processes, such as biofuels production, feedstock-
chemicals and pharmaceuticals [1]. B-1,3-Glucans are important
polymers found mainly in yeast and filamentous fungi and are pro-
duced by plants (as callose) in response to tissue damage. This poly-
mer is a major structural storage polysaccharide (laminarin) of the
marine brown macro-algae of the genus Laminaria. p-1,3-glucan is
also produced as insoluble exopolysaccharide by some fungal and
bacterial species [2-5].

The B-1,3-glucanases are widely distributed among bacteria,
fungi, and plants and are generally classified into two types,
exo-B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.58) and endo-B-1,3-glucanases (EC
3.2.1.6 and 3.2.1.39), which hydrolyze terminal or internal

* Corresponding author. Address: Rua Giuseppe Maximo Scolfaro, 10.000 Polo II
de Alta Tecnologia, Caixa Postal 6170, Campinas, SP 13083-970, Brazil. Fax: +55 19
35183104.

E-mail address: fabio.squina@bioetanol.org.br (F.M. Squina).

glycoside linkages, respectively [28]. These enzymes are further
classified as family members (GH) 16, 17, 55, 64, and 81 of the
CaZy system, which is based on structural similarities of the amino
acid sequence [28]. However, CaZy GH families display a dispersed
range of enzymatic activity, and updating biochemical and bio-
physical information strengthens the Cazy pupose.

To date, crystal structures from family GH 16 endo-p-1,3-glu-
canases (3.2.1.39) have been determined for Pyrococcus furiosus
[6], Rhodothermus marinus [6], Streptomyces sioyaensis [7], and
Nocardiopsis sp [8]. The active site region of family GH16 consists
of three acidic residues, two glutamic and one aspartic acid in
the active site, and two conserved tryptophan residues, which pro-
mote substrate binding and transition-state stabilization [9]. The
overall fold of these enzymes consists of a classical sandwich-like
B-jelly-roll motif formed by the face-to-face packing of two ant
parallel sheets containing seven and eight strands with a deep cav-
ity [6-8,10].

In this work is reported a comprehensive functional character-
ization of an endo-B-1,3-glucanase from Thermotoga petrophila
(TpLam), including a detailed description of the hydrolytic mode
of operation, along with structural insights of this hyperthermosta-
ble enzyme.

0006-291X/$ - see front matter Crown Copyright © 2011 Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.bbrc.2011.02.098
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Functional characterization and target discovery
of glycoside hydrolases from the digestome of
the lower termite Coptotermes gestroi
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Abstract

Background: Lignocellulosic materials have been moved towards the forefront of the biofuel industry as a
sustainable resource. However, saccharification and the production of bioproducts derived from plant cell wall
biomass are complex and lengthy processes. The understanding of termite gut biology and feeding strategies may
improve the current state of biomass conversion technology and bioproduct production.

Results: The study herein shows comprehensive functional characterization of crude body extracts from
Coptotermes gestroi along with global proteomic analysis of the termite’s digestome, targeting the identification of
glycoside hydrolases and accessory proteins responsible for plant biomass conversion. The crude protein extract
from C. gestroi was enzymatically efficient over a broad pH range on a series of natural polysaccharides, formed by
glucose-, xylose-, mannan- and/or arabinose-containing polymers, linked by various types of glycosidic bonds, as
well as ramification types. Our proteomic approach successfully identified a large number of relevant polypeptides
in the C. gestroi digestome. A total of 55 different proteins were identified and classified into 29 CAZy families.
Based on the total number of peptides identified, the majority of components found in the C. gestroi digestome
were cellulose-degrading enzymes. Xylanolytic enzymes, mannan- hydrolytic enzymes, pectinases and starch-
degrading and debranching enzymes were also identified. Our strategy enabled validation of liquid
chromatography with tandem mass spectrometry recognized proteins, by enzymatic functional assays and by
following the degradation products of specific 8-amino-1,3,6-pyrenetrisulfonic acid labeled oligosaccharides
through capillary zone electrophoresis.

Conclusions: Here we describe the first global study on the enzymatic repertoire involved in plant polysaccharide
degradation by the lower termite C. gestroi. The biochemical characterization of whole body termite extracts
evidenced their ability to cleave all types of glycosidic bonds present in plant polysaccharides. The comprehensive
proteomic analysis, revealed a complete collection of hydrolytic enzymes including cellulases (GH1, GH3, GH5, GH7,
GH9 and CBM 6), hemicellulases (GH2, GH10, GH11, GH16, GH43 and CBM 27) and pectinases (GH28 and GH29).

Background

Fossil fuels are the world’s primary energy source and a
major issue regarding greenhouse gases emission. The
key mitigation action is replacing petroleum and its
derivatives with renewable energy sources [1]. In this
context, lignocellulosic materials, which are an abundant

* Correspondence: goncalo@unicamp.br

2Genomic and Expression Laboratory (LGE), Genetic, Evolution and Bioagents
Department, State University of Campinas, Campinas, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

( ) BiolMed Central

and low-cost source of stored energy in the biosphere,
have been moved towards the forefront of the biofuel
industry as a sustainable resource [2]. However, sacchar-
ification and production of bioproducts derived from
plant cell walls are complex and usually lengthy pro-
cesses. For example, cellulosic biomass must go through
an intensive pretreatment step, in which enzymes are
used to break down biomass into simple sugars suitable
for fermentation and bioethanol production. The protein
repertoire involved in biomass conversion includes

© 2011 Franco Cairo et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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The breakdown of B-1,4-mannoside linkages in a variety of mannan-containing polysaccharides is of
great importance in industrial processes such as kraft pulp delignification, food processing and produc-
tion of second-generation biofuels, which puts a premium on studies regarding the prospection and engi-
neering of B-mannanases. In this work, a two-domain B-mannanase from Thermotoga petrophila that
encompasses a GH5 catalytic domain with a C-terminal CBM27 accessory domain, was functionally
and structurally characterized. Kinetic and thermal denaturation experiments showed that the CBM27
domain provided thermo-protection to the catalytic domain, while no contribution on enzymatic activity
was observed. The structure of the catalytic domain determined by SIRAS revealed a canonical (ot/B)s-bar-
rel scaffold surrounded by loops and short helices that form the catalytic interface. Several structurally
related ligand molecules interacting with TpMan were solved at high-resolution and resulted in a
wide-range representation of the subsites forming the active-site cleft with residues W134, E198,

Keywords:

Mannan endo-1,4-p-mannosidase
Glycoside hydrolase family 5
Carbohydrate binding module 27
Thermotoga petrophila RKU-1
Crystal structure

Substrate recognition

R200, E235, H283 and W284 directly involved in glucose binding.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Mannan endo-1,4-p-p-mannosidase or 1,4-B-p-mannan mann-
nohydrolase (EC 3.2.1.78), commonly referred as B-mannanase,
catalyzes the hydrolysis of B-1,4-mannoside linkages in various
mannan-containing polysaccharides, such as glucomannans and
galactomannans (Stdlbrand et al., 1993; de Vries and Visser,
2001). Degradation of these polysaccharides represents a key step
for a number of industrial applications including delignification of
kraft pulps (Tenkanen et al., 1997; Montiel et al., 2002), food pro-
cessing (Sachslehner et al., 2000; Dhavan and Kaur, 2007) and pro-
duction of second-generation biofuels (Dhavan and Kaur, 2007). In
general, these biotechnological processes such as biomass
pre-treatments, are performed under extreme environmental

Abbreviations: Mannanases: TpMan, from Thermotoga petrophila; TfMan, from
Thermobifida fusca; TrMan, from Trichoderma reesei; LeMan, from Lycopersicon
esculentum; CmMan, from Cellvibio mixtus; CjMan, from Cellvibrio japonicus; BaMan,
from Bacillus agaradhaerens; BsMan, from Bacillus subtilis; VsMan, from Vibrio sp.
strain MA-138.

* Corresponding author. Address: Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio),
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, Rua Giuseppe Maximo
Scolfaro, 10000 Campinas, 13083-970 SP, Brazil. Fax: +55 19 3512 1004.

E-mail address: mario.murakami@Inbio.org.br (M.T. Murakami).

1047-8477/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jsb.2011.11.021

conditions regarding pH, osmolarity and temperature. Thus,
B-mannanases being stable and functional at high temperatures
offer substantial techno-economical advantages.

In addition to their biotechnological relevance, mannan-degrad-
ing enzymes also participate in a number of biological processes
such as fruit ripening (Pressey, 1989), seed germination (Black,
1996) and remodeling of plant cell walls (reviewed in Schréder
et al., 2009). These enzymes have also been used in structural
characterization of polysaccharides having f-mannosidic linkages
and sequencing of heteropolysaccharides and carbohydrates at-
tached to glycoproteins (Dhavan and Kaur, 2007).

Thermotoga petrophila strain RKU-1 (T) is a hyperthermophilic
bacterium isolated from the Kubiki oil reservoir in Niigata (Japan)
that grows optimally at 80 °C (Takahata et al., 2001). Some hyper-
thermostable enzymes produced by this microorganism have dem-
onstrated great potential for industrial applications and served as
models for investigating structure-function-stability relationships
in multidomain glycosyl hydrolases (Santos et al., 2010, 2011;
Squina et al., 2010; Cota et al., 2011).

The B-mannanase from T. petrophila RKU-1, TpMan, consists of a
CaZy GH5 catalytic core connected to a CBM27 accessory domain
by an 100-residue-long linker. To date, only six structures of GH5
endo-B-1,4-mannanases have been solved: Thermobifida fusca
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HIGHLIGHTS

» Hypersecretion of xylanase and arabinofuranosidase by fungal expression system.
» Biochemical and biophysical characterization of both enzymes.

» Depiction of the mode of operation of both enzymes.

» Synergistic breakdown of wheat xylan and sugar cane bagasse.

» Enzymatic production of xylooligosaccharides from hemicellulosic feedstock.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
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Available online 23 May 2012

Plant cell wall degrading enzymes are key technological components in biomass bioconversion platforms
for lignocellulosic materials transformation. Cost effective production of enzymes and identification of
efficient degradation routes are two economic bottlenecks that currently limit the use of renewable feed-
stocks through an environmental friendly pathway. The present study describes the hypersecretion of an
endo-xylanase (GH11) and an arabinofuranosidase (GH54) by a fungal expression system with potential
biotechnological application, along with comprehensive characterization of both enzymes, including
spectrometric analysis of thermal denaturation, biochemical characterization and mode of action descrip-
tion. The synergistic effect of these enzymes on natural substrates such as sugarcane bagasse, demon-
strated the biotechnological potential of using GH11 and GH54 for production of probiotic
xylooligosaccharides from plant biomass. Our findings shed light on enzymatic mechanisms for xylooli-
gosaccharide production, as well as provide basis for further studies for the development of novel enzy-
matic routes for use in biomass-to-bioethanol applications.

Keywords:
Endo-xylanases
Arabinofuranosidases
Xylooligosaccharides
Hemicellulosic feedstock
Sugar cane bagasse

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lignocellulosic biomass has great potential as a renewable en-
ergy source and is considered the most promising feedstock for
producing biofuels due to its versatility, availability and low cost.
Biomass hydrolytic enzymes are key technological components
for the efficient use of renewable feedstuffs through an environ-
mentally friendly bioconversion routes. Bottlenecks in this process
include the cost effective production of enzymes and efficient deg-

* Corresponding author. Address: Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM) Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol
(CTBE) Caixa Postal 6170, 13083-970, Campinas (SP), Brazil. Tel.: +55 193518 3111;
fax: +55 19 35183104.

E-mail address: fabio.squina@bioetanol.org.br (F.M. Squina).
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0960-8524/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2012.05.062

radation of recalcitrant plant cell wall polymers into fermentable
sugars (Pauly and Keegstra, 2008). Therefore, development of
new routes for plant feedstock bioconversion into simple sugars,
along with strategies for production of enzymes at high yield, are
main foci in the biofuel research field.

Xylans can be broadly classified as homoxylans, arabinoxylans,
glucuronoxylans, and arabinoglucuronoxylans (Polizeli et al.,
2005). Arabinoxylans are the main hemicellulose forms in plant
cell walls, especially in cereal grains such as wheat, and consist
of a xylose backbone with arabinose residues linked to its O-2 or
0-3 (Polizeli et al., 2005). One of the critically important enzymatic
activities required to break down the xylan backbone are provided
by endo-1,4-B-xylanases. These enzymes cleave the p-1,4 glyco-
sidic linkage between xylose residues in the backbone. Xylanases
have been classified into glycoside hydrolases (GH) families 5, 7,
8, 10, 11, and 43 on the basis of their amino acid sequences,
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Abstract

Plant feedstocks are at the leading front of the biofuel industry based on the potential to promote economical, social and
environmental development worldwide through sustainable scenarios related to energy production. Penicillium
echinulatum is a promising strain for the bioethanol industry based on its capacity to produce large amounts of cellulases
at low cost. The secretome profile of P. echinulatum after grown on integral sugarcane bagasse, microcrystalline cellulose
and three types of pretreated sugarcane bagasse was evaluated using shotgun proteomics. The comprehensive chemical
characterization of the biomass used as the source of fungal nutrition, as well as biochemical activity assays using a
collection of natural polysaccharides, were also performed. Our study revealed that the enzymatic repertoire of P.
echinulatum is geared mainly toward producing enzymes from the cellulose complex (endogluganases, cellobiohydrolases
and B-glucosidases). Glycoside hydrolase (GH) family members, important to biomass-to-biofuels conversion strategies,
were identified, including endoglucanases GH5, 7, 6, 12, 17 and 61, B-glycosidase GH3, xylanases GH10 and GH11, as well as
debranching hemicellulases from GH43, GH62 and CE2 and pectinanes from GH28. Collectively, the approach conducted in
this study gave new insights on the better comprehension of the composition and degradation capability of an industrial
cellulolytic strain, from which a number of applied technologies, such as biofuel production, can be generated.
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Introduction

Plant structural polysaccharides are the most abundant and
renewable biomass in the biosphere. Plant feedstocks are at the
leading front of the biofuel industry based on the potential to
promote economical, social and environmental development
worldwide through sustainable related to energy
production [1]. However, saccharification and bioproduct man-
ufacturing from lignocellulose biomass are complex and lengthy
processes. The current schemes for the biotechnological conver-
sion of plant cell wall polysaccharides rely on first reducing
biomass recalcitrance through a pretreatment step, and afterward,
enzymatic cocktails are needed to breakdown biomass into more
simple, fermentable saccharides, which could be fed into several
bioprocesses, such as bioethanol production.

Despite the advantages of enzyme-catalyzed processes, i.e.,
speed, specificity and mildness, the high cost of enzyme production
and low catalytic efficiency are still major hindrances for cellulosic
bioethanol. Thus, relevant biotechnological challenges in this field
include the improvement of the catalytic efficiency of enzymes, the
economic benefit and the synergy between the type of pretreat-

scenarios

PLOS ONE | www.plosone.org

ment and enzymatic load, and reduction of the cost of enzyme
production by filamentous fungi [2,3].

The enzymatic degradation of cellulosic materials by fungal
enzyme systems, especially those produced by Tricoderma reesei and
Aspergillus spp., has been extensively studied due to its effectiveness
for the liberation of fermentable sugars for bioethanol production
[4,5]. Several efforts, such as optimization of fermentation
processes [6, 7, and 8] and genetic modifications of the
microorganisms [9, 10, 11, and 12], are being targeted for
improvement of fungal enzymatic systems. More recently,
Penicillium echinulatum has been the focus of attention due to its
potential to produce large amounts of cellulases at low costs; it has
also been considered a promising strain for the bioethanol industry
[7, 8,9, 10, 13 and 14].

Advances in proteomics analysis have pushed forward secre-
tome studies on filamentous fungi [15, 16, 17 and 18], mainly
because they can highlight pathways as well as target genes for
deletions or co-expression, to improve strains for biotechnological
purposes [19]. In addition, secretome studies are appealing for
basic research regarding the role of filamentous fungi not only as
ubiquitous saprophytes in nature but also as cell factories to secrete

December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | 50571
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Significance and Impact of the Study: This manuscript describes the expression and characterization of
a superoxide dismutase (SOD) from Thermus filiformis with thermophilic and cambialistic characteristics.
The SODs are among the most potent antioxidants known in nature, and their stability and pharmacoki-
netics can vary widely in accordance to their biological source. Although the currently clinical research
work has been focused on human and bovine SODs, alternative sources may become more biotechno-
logical attractive in the near future. Our study brings new insights for the research field of antioxidant
enzymes with potential application on pharmaceutical, cosmetics and food formulations.
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3-D model, cambialistic enzyme, circular
dichroism, nitroblue tetrazolium, pyrogallol
autoxidation.
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Introduction

Abstract

The superoxide dismutase (TfSOD) gene from the extremely thermophilic
bacterium Thermus filiformis was cloned and expressed at high levels in
mesophilic host. The purified enzyme displayed approximately 25 kDa band in
the SDS-PAGE, which was further confirmed as TfSOD by mass spectrometry.
The TfSOD was characterized as a cambialistic enzyme once it had enzymatic
activity with either manganese or iron as cofactor. TfSOD showed
thermostability at 65, 70 and 80°C. The amount of enzyme required to inhibit
50% of pyrogallol autoxidation was 0-41, 0-56 and 13-73 mg at 65, 70 and
80°C, respectively. According to the circular dichroism (CD) spectra data, the
secondary structure was progressively lost after increasing the temperature
above 70°C. The 3-dimensional model of TfSOD with the predicted cofactor
binding corroborated with functional and CD analysis.

as well as cosmetic, food, agricultural and chemical indus-
tries (Liu et al. 2011). SODs have recently found applica-

Antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD)
and catalase protect living cells from reactive oxygen and
nitrogen species that are responsible for oxidative damage
of essential components of cell structure (Pantazaki et al.
2002). Superoxide dismutases are a class of antioxidant
defence metalloenzymes that disproportionate superoxide
radical ion into molecular oxygen and hydrogen peroxide
(Whittaker and Whittaker 1999). Due to its antioxidative
effects, SOD has been widely applied in medical treatments,

Letters in Applied Microbiology © 2013 The Society for Applied Microbiology

tions as supplementation to prevent or reverse the adverse
effect of cardiovascular diseases, ageing, infertility, neuro-
logical disorders, ischaemia—reperfusion injury, transplant
rejection, autoimmune diseases, rheumatoid arthritis,
diabetes, asthma, septic shock-induced tissue injury and
cancer, as well as in the pharmaceutical and cosmetic
industries (Bafana et al. 2011).

Once thermal denaturation is a common cause of
enzyme inactivation in the industry, one of the major
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Cellulase On-Site Production from Sugar Cane Bagasse

Using Penicillium echinulatum
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Abstract Penicillium echinulatum was evaluated as a cel-
lulolytic enzyme producer in shaking flasks and bioreactor
submerged culture using sugarcane bagasse as carbon
source. Sodium hydroxide delignified steam-exploded
pretreated bagasse (SDB) and hydrothermal pretreated ba-
gasse had a maximum filter paper activity (FPase) of 2.4 and
2.6 FPU/mL, respectively. Delignified acid pretreated ba-
gasse and Celufloc 200TM (CE) carbon sources displayed
maximum FPase of 1.3 and 1.6 FPU/mL while in natura
bagasse (INB) provided the lowest enzyme activity, ca. 0.4
FPU/mL. Measurement of surface specific area of lignocel-
lulosic material and scanning electron microscopic images
showed a possible correlation between fungal mycelia ac-
cessibility to lignocellulosic particles and obtained cellulo-
lytic enzyme activity of fermentation broth. Fed-batch
experiments performed in a controlled bioreactor attained
the highest value of FPase of 3.7 FPU/mL, enzyme produc-
tivity of 25.7 FPU/L h, and enzyme yield from cellulose
equal to 134 FPU/g with SDB. Enzyme hydrolysis of steam-
pretreated bagasse accomplished with the obtained superna-
tant of fermentation broth (10 FPU/g of biomass and
5 % wi/v) performed better than commercial cellulose com-
plex. The results showed that P. echinulatum has potential to
be used as an on-site enzyme platform aiming second
bioethanol production from sugarcane lignocellulosic
residue.
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Introduction

Over 40,000,000 tons of bagasse and leaves from sugarcane
are generated every season in Brazil, and this material has
become recognized worldwide as one of the most important
lignocellulosic wastes for second generation bioethanol pro-
duction. Its utilization could increase Brazilian ethanol pro-
duction by 40 % for the same area of sugarcane crop [1].

Enzymatic hydrolysis is the preferred technique for re-
lease of fermentable sugars from lignocellulosic biomass.
However, the main bottleneck for wider application of cel-
lulases in second generation ethanol production is their cost,
especially considering that large quantities of the enzymes
are required [2]. The cost is a function of enzyme produc-
tivity (the amount of enzyme produced in a defined biore-
actor volume according to time), enzyme yield from the
carbon source (Yp/s, the amount of enzyme produced
according to the amount of carbon source consumed), en-
zyme product recovery, formulation, and transportation, as
well as its tax for commercialization.

As a low-cost feedstock [3], cellulosic biomass is an ideal
carbon source for enzyme production. It is therefore logical to
try to produce, on-site, tailor-made enzymatic mixtures that
are optimized for the specific feedstock to be processed.
Furthermore, the use of the same material for enzyme produc-
tion and hydrolysis at the same location should help to reduce
the production costs of second generation ethanol since both
steps of the operation could be undertaken in the same place
and benefit from the installed infrastructure (including the
provision of water, electricity, and steam). Other advantages
are avoidance of downstream operations including unneces-
sary product formulations, transport from the manufacturer to
the consumer, and storage for long periods [3, 4].

@ Springer

181



ANEXO 10 - ARTIGO PUBLICADO (EM COLABORAGAO) NA REVISTA
BIOCHIMICA et BIOPHYSICA ACTA EM FEVEREIRO DE 2013.

Biochimica et Biophysica Acta 1834 (2013) 1492-1500

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

BRA

Biochimica et Biophysica Acta

Proteomics

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bbapap

Assembling a xylanase-lichenase chimera through all-atom molecular
dynamics simulations
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Multifunctional enzyme engineering can improve enzyme cocktails for emerging biofuel technology. Molec-
ular dynamics through structure-based models (SB) is an effective tool for assessing the tridimensional
arrangement of chimeric enzymes as well as for inferring the functional practicability before experimental
validation. This study describes the computational design of a bifunctional xylanase-lichenase chimera
(XylLich) using the xynA and bglIS genes from Bacillus subtilis. In silico analysis of the average solvent acces-
sible surface area (SAS) and the root mean square fluctuation (RMSF) predicted a fully functional chimera,
with minor fluctuations and variations along the polypeptide chains. Afterwards, the chimeric enzyme was
built by fusing the xynA and bglS genes. XylLich was evaluated through small-angle X-ray scattering
(SAXS) experiments, resulting in scattering curves with a very accurate fit to the theoretical protein model.
The chimera preserved the biochemical characteristics of the parental enzymes, with the exception of a slight
variation in the temperature of operation and the catalytic efficiency (Ke./Km). The absence of substantial
shifts in the catalytic mode of operation was also verified. Furthermore, the production of chimeric enzymes
could be more profitable than producing a single enzyme separately, based on comparing the recombinant
protein production yield and the hydrolytic activity achieved for XylLich with that of the parental enzymes.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Plant biomass saccharification and biofuel production have been de-
scribed as promising renewable alternatives to petroleum and natural
gas. However, the polysaccharide network in plant cell walls is one of
the most complex structures in nature, which jeopardizes the produc-
tion of biofuels from plant biomass. First, biomass feedstock must go
through a recalcitrance-reducing step (pretreatment). Then, enzymatic
cocktails are used to precisely breakdown the polysaccharides into
simple sugars suitable for several bioprocesses, such as fermentation
to ethanol [1].
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CTBE/CNPEM, Caixa Postal 6170, 13083-970 Campinas, Sdo Paulo, Brazil. Tel.: 4+55 19 3518
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The enzymatic cocktail for plant biomass saccharification and
biofuel production must include cellulolytic hydrolases, such as
cellobiohydrolases, endo-glucanases and B-glucosidases. For hemi-
cellulose degradation, synergistic action by hydrolytic enzymes is
required at the polysaccharide backbone, side chains and deco-
rating units. For instance, the hydrolysis of feedstock containing
arabinoxylan requires several hydrolytic enzymes, such as endo-
xylanases, 3-xylosidases, arabinofuranosidases, ferulic acid esterases,
glucuronidases and other enzymes [2]. B-glucans, polysaccharides
with 3-1,3 and 3-1,4 glucosidic linkages, are also abundant in many
plant cell walls, especially in sugarcane [3]. The enzymatic depoly-
merization of 1,3-1,4-B-glucans is catalyzed by 1,4-B-p-glucan
4-glucanohydrolase (EC 3.2.1.4), 1,3-B-p-glucan 3-glucanohydrolase
(EC 3.2.1.39) and 1,3-1,4-B3-p-4-glucanohydrolase or lichenase (EC
3.2.1.73) [4].

The engineering of multifunctional proteins with a synergistic cat-
alytic capacity has the potential to streamline biomass conversion
strategies [5]. However, the unsupervised construction of enzyme



ANEXO 11

— ARTIGO PUBLICADO (EM COLABORAGCAO) NA

REVISTA

MOLECULAR BIOTECHNOLOGY EM JUNHO DE 2013.

Mol Biotechnol
DOI 10.1007/s12033-013-9677-1

RESEARCH

Characterization of a Hexameric Exo-Acting GHS1
a-L-Arabinofuranosidase from the Mesophilic Bacillus subtilis

Zaira B. Hoffmam - Leandro C. Oliveira - Junio Cota - Thabata M. Alvarez -
José A. Diogo - Mario de Oliveira Neto - Ana Paula S. Citadini - Vitor B. P. Leite -

Fabio M. Squina - Mario T. Murakami * Roberto Ruller

© Springer Science+Business Media New York 2013

Abstract o-L-Arabinofuranosidases (o-L-Abfases, EC
3.2.1.55) display a broad specificity against distinct glycosyl
moieties in branched hemicellulose and recent studies have
demonstrated their synergistic use with cellulases and
xylanases for biotechnological processes involving plant
biomass degradation. In this study, we examined the struc-
tural organization of the arabinofuranosidase (GH51 family)
from the mesophilic Bacillus subtilis (AbfA) and its impli-
cations on function and stability. The recombinant AbfA
showed to be active over a broad temperature range with the
maximum activity between 35 and 50 °C, which is desirable
for industrial applications. Functional studies demonstrated
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that AbfA preferentially cleaves debranched or linear arab-
inan and is an exo-acting enzyme producing arabinose from
arabinoheptaose. The enzyme has a canonical circular
dichroism spectrum of o/ proteins and exhibits a hexameric
quaternary structure in solution, as expected for GHS51
members. Thermal denaturation experiments indicated a
melting temperature of 53.5 °C, which is in agreement with
the temperature—activity curves. The mechanisms associated
with the unfolding process were investigated through
molecular dynamics simulations evidencing an important
contribution of the quaternary arrangement in the stabiliza-
tion of the B-sandwich accessory domain and other regions
involved in the formation of the catalytic interface of hexa-
meric Abfases belonging to GH51 family.
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ANEXO 12 — DECLARAGAO DE BIOETICA E BIOSSEGURANGA

Uso exclusivo da ClBio:
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Formulario de encaminhamento de projetos de pesquisa para anilise pela CIBio - Comissio
Interna de Biosseguranga da ABTLuS — Associaco Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

ltulo do projeto: “Library Generation for Biomass Conversion Enzymes from Soil Metagenome™

Pesquisador responsavel: Fabio Marcio Squina

Experimentador: Thabata Maria Alvarez

Nivel do treinamento do experimentador: [ I-Iniciagdo cientifica. [ |-mestrado, | |-doutorado.
[x]-doutorado direto, | ]-pés-doutorado. [ J-nivel técnico, [ ]-outro, especifique:

Resumo do projeto:

O projeto visa a através das ferramentas de metagendmica elaborar uma biblioteca de enzimas com |
potencial aplicagio biotecnoldgica, auxiliando no entendimento da estrutura complexa da parede celular
vegelal ¢ a participagio no processo de produgo do etanol de segunda geragdo |
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ANEXO 13 - COMPROVANTE DE AUTORIZAGAO DE BIOETICA
BIOSSEGURANCA

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o contetido de minha dissertagcdo de Mestrado/tese de Doutorado

intitulada *Desenvolvimento de uma Biblioteca de Enzimas a partir de Metagenoma
de Solo".

() nao se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informagdo CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizagao da(s) seguinte(s) Comissao(des):

( x )ClBio - Comisséo Interna de Biosseguranca , projeto No. FMS1.3, Instituigdo: CTBE -
Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol / CNPEM — Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais.

() CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais , projeto No. . Instituicao:

( ) CEP- Comissao de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituicéo:

* Caso a Comissdo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autornizagdo
dada ao trabalho. Se a aulorizagdo ndo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, devera ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagdo apresentado.
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Orientador: Fabio Marcio Squina

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente: e = A —
() Deferido () Indeferido " %//ﬂ’ Py
(ARG c Lo

Carimbo e assinatura Prof. Dr. MARCELO LANCELLOTTI
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