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RESUMO

Xilanases sdo enzimas que apresentam diversificada aplicacdo industrial,
justificando-se a busca por organismos produtores, bem como efetuar sua
caracterizagdo bioquimica e testes de aplicacdo. A expressdo heterdloga destas
proteinas é uma ferramenta interessante, pois pode permitir a produgdo enzimatica
em larga escala e com uso de meios de cultura simples e de baixo custo. Neste
trabalho, um gene codificador de xilanase, pertencente a familia GH11, do fungo
termofilico Myceliophthora heterothallica foi isolado via RT-PCR e expresso
heterologamente em Escherichia coli e Pichia pastoris. Foi feita uma caracterizacéo
bioquimica das enzimas recombinantes purificadas, que apresentaram massa
molecular préxima a 25 kDa. A temperatura e pH 6timos da enzima expressa em E.
coli foram 55 °C e 6,0, respectivamente. A xilanase recombinante expressa em P.
pastoris, por sua vez, apresentou temperatura 6tima de 70 °C e pH 6timo de 6,5.
Ambas apresentaram estabilidade em amplo intervalo de pH, porém, diferiram
consideravelmente quanto a termoestabilidade, a qual foi superior na enzima
expressa em sistema eucarioto. Do ponto de vista industrial, as enzimas possuem
caracteristicas interessantes, tais como elevada especificidade pelo substrato xilana
e tolerancia a diversos ions e reagentes. Também foi executada uma andlise do
transcriptoma de M. heterothallica, de modo que diversas sequéncias codificadoras
de enzimas lignoceluloliticas, além de xilanases, foram identificadas. Esses dados
certamente contribuirdo para estudos futuros de clonagem e expressao heterdloga
de enzimas degradadoras de biomassa vegetal.

Palavras-chave:  biotecnologia, expressdo  heterdloga, Myceliophthora

heterothallica, xilanase.



ABSTRACT

Xylanases are enzymes that present diverse industrial applications, justifying the
search for producing organisms, as well as to perform their biochemical
characterization and application tests. The heterologous expression of these proteins
may be interesting as it may allow the enzymatic production in large scale using
simple and low cost culture media. In this work, a xylanase encoding gene, belonging
to the GH11 family of the thermophilic fungus Myceliophthora heterothallica was
isolated by RT-PCR and expressed heterologously in Escherichia coli and Pichia
pastoris. A biochemical characterization of the purified recombinant enzymes (Mw
around 25 kDa) was performed. The optimal temperature and pH of the enzyme
expressed in E. coli were 55 °C and 6,0, respectively. The recombinant enzyme
expressed in P. pastoris, on the other hand, had an optimal temperature of 70 °C and
an optimum pH of 6,5. The two enzymes showed stability at a wide pH range, but
differed significantly in thermostability, which was higher in the enzyme expressed in
eukaryotic system. From the industrial point of view, the enzymes have interesting
characteristics, such as high specificity for xylan and tolerance to several ions and
reagents. An analysis of the M. heterothallica transcriptome was also performed, so
that several sequences encoding lignocellulolytic enzymes, in addition to xylanases,
were identified. These data will certainly contribute to future studies of cloning and

heterologous expression of enzymes degrading plant biomass.

Keywords: biotechnology, heterologous expression, Myceliophthora heterothallica,

xylanase.
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1. INTRODUCAO

Xilanases sao enzimas hidroliticas que clivam aleatoriamente as ligagdes 3-1,4
do polissacarideo xilana, principal componente da hemicelulose e um dos principais
constituintes da parede celular vegetal (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). Em
conjunto com celulases e pectinases, as xilanases séo responséaveis por cerca de 20
% do mercado mundial de enzimas, uma vez que apresentam uma diversificada
aplicacao industrial, incluindo a producdo de alimentos, medicamentos, adocantes,
solventes, combustiveis e ainda, o branqueamento da polpa de papel (HO, 2018;
SHARMA; KUMAR, 2013; WALIA et al., 2017). Dada a importancia destas enzimas,
justifica-se a busca por organismos produtores, bem como a purificagdo e a
caracterizacdo das mesmas.

As xilanases sao produzidas por diversos organismos, incluindo bactérias,
fungos, protozodrios, algas, crustaceos, insetos, moluscos e sementes de plantas
terrestres. Entre as fontes microbianas, destacam-se os fungos filamentosos, pois
estes produzem xilanases extracelulares e em niveis mais elevados que o0s
observados em leveduras e bactérias (MAKELA; DONOFRIO; DE VRIES, 2014;
POLIZELI, et al., 2005). Os fungos termofilicos tém atraido especial atencao, visto que
as enzimas produzidas por estes organismos podem apresentar maior
termoestabilidade, permitindo a sacarificacdo da biomassa polissacaridica em
temperaturas mais elevadas e reduzindo o tempo de reagdo e a viscosidade do
substrato (BERKA et al., 2011).

Embora a sintese de xilanases ocorra em maior quantidade em fungos do que
em outros organismos, nem sempre a expressao ocorre em niveis satisfatorios para
aplicacao comercial, a qual requer uma boa relacdo custo/beneficio, resultante de uma

producdo rapida e em larga escala, com uso de substratos simples e baratos
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(LONSANE et al., 1985). Além disso, a purificacdo e caracterizacdo de enzimas de
interesse podem ser complexas devido a presenca de isoenzimas ou outras proteinas
que apresentem massa molecular, hidrofilicidade e ponto isoelétrico similares.

Neste contexto, a clonagem e a expressao de genes codificadores de enzimas
em um sistema heterdlogo se tornam vantajosas. O fungo termofilico Myceliophthora
heterothallica F.2.1.4 produz enzimas que atuam na degradacéo da biomassa vegetal
e configura-se como uma espécie promissora para a prospeccdo de enzimas
lignoceluloliticas, incluindo xilanases, que possam ser expressas heterologamente em
leveduras e/ou bactérias.

Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica que pode ser geneticamente
modificada para produzir enzimas em escala industrial e diversos casos de expressao
de proteinas ja foram descritos com uso deste microrganismo (KARNAOURI et al.,
2013; LI et al., 2018). A expressado heterdloga de proteinas também tem sido bem
sucedida utilizando-se como hospedeiro a bactéria Gram-negativa Escherichia coli,
que apresenta como vantagens rapido crescimento, uso de meios de cultivo simples
e baratos e linhagens bem caracterizadas (REDDI; BHATTACHARYA; KUMAR, 2002;
TANG et al., 2017).

Neste trabalho, um gene codificador de xilanase de M. heterothallica foi isolado
via RT-PCR, clonado e expresso heterologamente em E. coli e P. pastoris, tendo sido
realizadas a purificacdo e caracterizacdo bioquimica das enzimas recombinantes.

Ao longo do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, também surgiu a
oportunidade de realizacdo de um estudo do transcriptoma de M. heterothallica, via
RNA-seq, de modo que diversas sequéncias codificadoras de enzimas envolvidas

com a degradacdo da biomassa vegetal puderam ser identificadas. Os resultados
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obtidos através desta andlise permitirdo estudos futuros de expressao heteréloga de

diversas outras enzimas do complexo lignocelulolitico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica € um recurso amplamente disponivel na natureza,
com produgéo global estimada em 100 bilhdes de toneladas por ano. Trata-se de uma
fonte de carbono renovavel, com potencial para producdo de calor, combustiveis,
fertilizantes, solventes, produtos farmacéuticos, dentre outros (SHELDON, 2014).

E composta majoritariamente pelos polimeros celulose, hemicelulose e lignina,
0S quais unem-se por ligacdes covalentes e ndo covalentes, formando uma complexa
estrutura (figura 1). A proporcdo desses polimeros nas diferentes espécies vegetais
€ variavel, sendo a celulose o componente principal (35 a 50 %), seguido pela
hemicelulose (20 a 35 %) e pela lignina (10 a 25 %). Proteinas, lipideos, extrativos e

cinzas compdem a fracdo remanescente da biomassa vegetal (KUMAR et al., 2009).

Figura 1. Arranjo da parede celular vegetal.
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Fonte: adaptado de http://www.biofuel.webgarden.com/sections/blog/pictures-for-lignocellulose.
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A celulose, polissacarideo mais abundante do planeta, € um composto linear e
insoluvel, formado por residuos de B—D-glicopiranose que unem-se por ligagbes [3-
1,4-glicosidicas. Cadeias adjacentes organizam-se paralelamente, formando as
microfibrilas, que por sua vez, unem-se formando as fibras de celulose. Além das
ligacBes glicosidicas, ligacdes de hidrogénio também estdo presentes, mantendo a
estrutura do polimero (figura 2). A férmula molecular da celulose € (CsH1005)n, em que
n representa o grau de polimerizacao (numero de residuos) da molécula, o qual pode
variar entre 9.000 a 10.000, atingindo 15.000 em alguns casos (ROWELL et al., 2005).

Com base no padrao de arranjo das moléculas da cadeia, a ultraestrutura da
celulose pode ser classificada em regides cristalinas e amorfas. O arranjo molecular
da celulose é ordenado, rigido e inflexivel na regido cristalina e é flexivel e

desordenado na regido amorfa (WANG et al., 2017).

Figura 2. Estrutura molecular da celulose, demonstrando as liga¢des glicosidicas e de hidrogénio
(linhas tracejadas) que mantém a estrutura das fibras.
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Fonte: adaptado de Moon e colaboradores (2011).

A lignina, por sua vez, apresenta a estrutura mais complexa dentre os
constituintes da biomassa vegetal e é considerada um dos materiais mais
recalcitrantes da natureza, conferindo firmeza e rigidez a parede celular. Apresenta-

se como uma barreira de defesa fisica e quimica, dificultando a penetracdo de
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microrganismos fitopatogénicos e o consumo por insetos, protegendo as plantas
contra os fatores bi6ticos e abidticos advindos do ambiente. Essas fun¢des justificam-
se por ser encontrada principalmente na parede celular e lamela média das plantas

(FIRMINO et al., 2006).

Figura 3. Unidades formadoras do polimero lignina.

unidade p-hidroxifenil unidade guaiacil unidade siringil

Fonte: adaptado de Wang e colaboradores (2017).

Trata-se de um polimero tridimensional amorfo, sintetizado a partir de trés
precursores primarios: alcool p-cumarilico (precursor das unidades p-hidroxifenilicas),
alcool coniferilico (precursor das unidades guaiacil) e alcool sinapilico (precursor das
unidades siringil) (figura 3). Estas unidades formam a matriz de lignina através de
vérias ligacoes (ligagbes éter, ligacdes carbono-carbono e ligacdes éster), e diferentes
grupos funcionais se ligam a cadeia lateral, gerando estruturas de lignina
extremamente complexas (WANG et al.,, 2017). Portanto, a lignina ndo deve ser
considerada uma substancia quimica uUnica, mas sim, uma classe de materiais

correlatos.
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A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante na natureza e representa
aproximadamente um terco de todo o carbono renovavel do planeta (BIELY, 1985).
Atua como um importante elo quimico entre a celulose e a lignina, como é possivel
observar na figura 1, sendo ainda importante na manutengcdo da integridade da
celulose, uma vez que auxilia na protegdo das fibras contra a degradagéo por
celulases.

O termo hemicelulose foi introduzido por Schulze, em 1891, para denominar
fracOes isoladas ou extraidas de material vegetal facilmente hidrolisavel, quando sua
estrutura ainda ndo era bem conhecida. Este polissacarideo estéa presente na parede
celular e na lamela média de células vegetais (BEG et al., 2001; POLIZELI et al.,
2005).

Diferentemente da celulose, a hemicelulose apresenta ramificagdes, possuindo
composi¢cdo quimica variavel ndo somente entre diferentes espécies vegetais, mas
também em diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento de uma mesma planta.
Ainda em relacdo a celulose, as hemiceluloses apresentam menor grau de
polimerizacdo, em geral, de 80 a 200, bem como caracteristica amorfa (SAHA, 2003).

Os principais monémeros que constituem a hemicelulose séo as pentoses
xilose e arabinose, as hexoses glicose, manose, ramnose, frutose e galactose, além
de acidos urdnicos (figura 4). Tais residuos sao diversamente modificados por
acetilagédo e metilacao.

As hemiceluloses podem ser classificadas como xiloglicanas, xilanas,
mananas, glicomananas e p-(1—-3,1—4)-glicanas (SCHELLER; ULSKOV, 2010).
Assim como a lignina, a hemicelulose ndo é um composto quimico bem definido, mas

sim, uma classe de componentes poliméricos de fibras vegetais, com propriedades
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peculiares a cada uma delas (EBRINGEROVA; HEINZE, 2000; HENRIKSSON,;

LENNHOLM, 2009; JUTURU; WU, 2014; POLIZELI et al., 2005).

Figura 4. Mon6meros presentes em hemiceluloses.
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Fonte: adaptado de Wang e colaboradores (2017).

2.2. Xilana

Os polissacarideos denominados xilanas sao frequentemente encontrados
como os principais constituintes das hemiceluloses em muitas espécies vegetais.
Xilanas sé@o formadas por uma cadeia principal homopolimérica composta por
residuos de D-xilose, os quais unem-se por ligagdes glicosidicas f—-1,4. Além da
cadeia principal, a xilana apresenta ramificacdes laterais que podem ser compostas
por residuos de acido glicurbnico, acido 4-O-metilglicurbnico, arabinose, acido
ferdlico, acido p-cumérico e D-galactose (figura 5). As cadeias laterais s&o
responsaveis pela solubilidade, conformacéo fisica e reatividade da molécula xilana

(JUTURU; WU, 2014; SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
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Figura 5. Estrutura da xilana com diferentes substituicdes da cadeia lateral. A cadeia principal é
composta por residuos de xilose. Ac: grupo acetil; a-araf: a-arabinofuranose; a-4-O-Me-GIcA: acido 4-
O-metilglicurénico; pcou/fer: acido p-cumarico/acido ferdlico.
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Fonte: adaptado de Sunna e Antranikian, 1997.

De acordo com os substituintes presentes em sua estrutura, quatro principais
familias de xilanas podem ser definidas: arabinoxilanas (as quais apresentam cadeia
lateral composta por L-arabinose); glicuronoxilanas (com a presenca de &acido
glicurénico ou seu derivado 4-O-metil), glicuronoarabinoxilanas (que apresentam L-
arabinose e  &cido  glicurébnico ou seu derivado  4-O-metil) e
galactoglicuronoarabinoxilanas (caracterizadas pela presenca de cadeias laterais com
oligossacarideos complexos contendo galactose terminal) (MOTTA; ANDRADE;
SANTANA, 2013). Cada categoria apresenta, ainda, heterogeneidade em relacéo ao
grau e natureza da ramificagdo. Homoxilanas, por outro lado, consistem
exclusivamente em residuos de xilose. Este tipo de xilana ndo € muito comum na
natureza, mas foi isolado a partir do capim esparto e do tabaco (CHANDA et al., 1950;
EDA et al., 1976).

A xilana é encontrada em grandes quantidades em madeiras de lei de

angiospermas (15-30 % do conteudo da parede celular) e madeiras macias de
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gimnospermas (7-10 %), bem como plantas anuais (<30 %). Em madeiras de lei, a
xilana existe como glicuronoxilana e em madeiras macias, como
glicuronoarabinoxilana, enquanto em gramineas e plantas anuais, arabinoxilana. Em
varias madeiras, particularmente nas madeiras de lei, as xilanas sdo acetiladas

(KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; SING; MADLALA; PRIOR, 2003).

2.3. Enzimas do complexo xilanolitico

Devido a sua complexidade estrutural, a xilana requer um conjunto de enzimas
que atuam sinergicamente para sua completa hidrolise. Estas enzimas, que fazem
parte do denominado complexo xilanolitico, sao glicosil hidrolases (GH), sendo
classificadas em diversas familias, tais como 10, 11 e 43 (WALIA et al., 2017).

Neste complexo enzimatico, destacam-se as endo-1,4-B-xilanases e as [3-
xilosidases. Endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8), aqui denominadas xilanases, atuam
na cadeia principal da xilana, clivando as ligacdes glicosidicas e promovendo uma
reducdo no grau de polimerizagdo do substrato. Inicialmente, os principais produtos
da hidrélise sédo xilooligossacarideos, porém, em estagios posteriores, pequenas
moléculas, tais como mono, di e trissacarideos podem ser detectados. Polizeli e
colaboradores (2005) descreveram a hidrélise da xilana por uma xilanase da seguinte

maneira:

H(CsHgO4)nOH + H20 = H(CsHgO4)n-pOH + H(CsHsO4)pOH

E importante ressaltar que esta equagio mostra a estequiometria de um Gnico
evento hidrolitico em uma molécula de xilana, porém tal reacdo pode ocorrer em

muitos pontos da cadeia.
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As B-xilosidases (EC 3.2.1.37), por sua vez, hidrolisam xilooligossacarideos e
xilobiose, promovendo a liberacdo de xilose. As [-xilosidases geralmente nao
hidrolisam xilana, apresentando afinidade inversamente proporcional ao grau de
polimerizacdo dos xilooligossacarideos, sendo assim, altamente especificas. Estas
enzimas possuem papel central na hidrélise do substrato, visto que, apdés a agéo das
xilanases, ocorre um acumulo de xiloogossacarideos, que podem levar & inibicdo das
mesmas.

Ao degradar e remover os oligossacarideos, as B-xilosidases removem também
a causa da inibicdo das xilanases, aumentando a eficiéncia da hidrélise (ANDRADE
et al., 2004; ZANOELO et al., 2004). De acordo com a afinidade por xilobiose ou
xilooligossacarideos maiores, (3-xilosidases podem ser classificadas como xilobiases
ou exo-1,4-B-xilanases, respectivamente (BIELY, 1993).

Diversas outras enzimas, denominadas auxiliares ou desramificantes,
participam do complexo xilanolitico, tais como arabinofuronosidases, galactosidases,
glicuronidases, feruloil esterases, acetilxilana esterases e &cido cumarico esterases
(BANERJEE et al., 2010). A acéo sinérgica destas enzimas, que atuam nas cadeias
laterais, € de extrema importancia para a sacarificacdo da xilana, visto que
ramificagbes podem limitar a formacdo do complexo enzima/substrato na cadeia

principal, limitando a hidrolise (VALENZUELA; DIAZ; PASTOR, 2014)

Arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) promovem a clivagem da ligacdo entre
residuos laterais de arabinofuranoses e xiloses presentes na cadeia central,
removendo residuos L-arabinofuronosil do polimero. Glicuronidases (EC 3.2.1.139)
hidrolisam ligac¢des glicosidicas do tipo a-1,2 entre o acido glicuronico lateral e a xilose
da cadeia central; acetilxilana esterases (EC 3.1.1.72) rompem ligagcdes entre 0 grupo

acetil e os C-2 e C-3 de residuos de xilose; acido cumarico esterases e feruloil
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esterases, clivam as ligages do tipo éster entre acido cumarico e acido ferdlico e os
residuos de arabinofuranose. A acao de algumas enzimas do complexo xilanolitico

em distintos tipos de xilanas € demonstrada na figura 6.

Figura 6. Algumas enzimas envolvidas na degradacéo da xilana: acetilxilana esterase, glicuronidase,
endo-1,4-B-xilanase e arabinofuronosidase. A) Glicuronoxilana presente em madeiras de lei. B)
Glicuronoarabinoxilana de madeira macia. C) Acdo da enzima B-xilosidase.
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Fonte: adaptado de Polizeli e colaboradores (2005).
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2.4. Xilanases
2.4.1. Classificagcao

Diferentes formas de classificacdo de xilanases encontram-se descritas na
literatura. Uma delas, proposta por Wong e colaboradores (1988), baseia-se na massa
molecular e no ponto isoelétrico (pl) das enzimas, dividindo as xilanases em dois
grupos: as de baixa massa molecular (menores que 30 kDa) e pl basico, e as de alta
massa molecular (maiores que 30 kDa) e pl &cido. Porém, este padrdo nado se aplica
a todas as xilanases descritas e cerca de 30 % das xilanases, especialmente as de
origem flngica, ndo se enquadram nessas categorias (COLLINS; GERDAY; FELLER,
2005).

Outras maneiras de classificacdo propostas basearam-se na estrutura
cristalina, propriedades cinéticas, especificidade pelo substrato ou perfil dos produtos
gerados, porém, todas apresentaram limitacdes (JEFFRIES, 1996; MOTTA;
ANDRADE; SANTANA, 2013).

O sistema de classificacdo mais completo e utilizado atualmente, fundamenta-
se na estrutura primaria e comparacao de dominios cataliticos, sendo utilizado nao
apenas para classificacdo de xilanases, mas de glicosil hidrolases (GH) em geral. De
acordo com as caracteristicas anteriormente citadas, as glicosil hidrolases séo
classificadas em diversas familias, com informagdes disponiveis na plataforma CAZy?
(Carbohydrate—Active Enzymes) (MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013).

Atualmente ha 156 familias de glicosil hidrolases e as xilanases encontram-se
presentes nas familias 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 26, 30, 43, 44, 51 e 62. Estas enzimas

apresentam diferentes estruturas, mecanismos de acdo, especificidades pelo

! Disponivel em http://www.cazy.org/, acesso valido em 30/10/2018.
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substrato, atividades hidroliticas e caracteristicas fisico-quimicas, sendo as
pertencentes as familias 10 e 11 as mais estudadas (UDAY et al., 2016).

Xilanases da familia 10 (GH10), em geral, apresentam maior massa molecular
e baixo pl. Sdo muito ativas em xilooligossacarideos curtos, o que indica pequenos
sitios de ligacdo ao substrato. As enzimas desta familia ndo s&o altamente
especificas, apresentando atividade em substratos celulésicos de baixo peso
molecular, tais como celobiose e alguns oligossacarideos originarios de celulose
(BIELY, 1993; VAN TILBEURGH; CLAEYSSENS, 1985). As xilanases da familia 11
(GH11), por sua vez, geralmente apresentam baixa massa molecular e em sua
estrutura predominam folhas B. Sdo as xilanases “verdadeiras”, uma vez que sao
ativas somente em substratos compostos por xilose, apresentando, portanto, menor
versatilidade em relacdo as GH10. Em relagcdo ao ponto isoelétrico, podem ser
classificadas como acidas ou basicas (MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013).

Seu mecanismo catalitico mostra que sdo enzimas de reten¢do, com residuos

de glutamato atuando como nucledfilo e grupo acido/base (figura 7).

Figura 7. Mecanismo catalitico proposto para xilanases da familia GH11.
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Fonte: www.cazypedia.org, acesso em 10/5/2018.
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2.4.2. Aplicagdes industriais

Diversas sdo as aplicagcées industriais das xilanases. Uma das mais
promissoras € a producdo de biocombustiveis a partir do material lignocelulésico, o
qual, devido ao seu carater renovavel, abundante e baixo custo, constitui matéria
prima adequada para a producao de etanol de segunda geracéo (2G), despertando o
interesse de diversos grupos de pesquisa (MORETTI et al., 2012; PRAJAPATI et al.,
2018). Para a producdo de etanol 2G, porém, € necessario que 0s acgucares
fermentesciveis sejam liberados e expostos a reacdo enzimatica (SAEZ et al., 2013).
Neste processo, as xilanases se tornam fundamentais, visto que sua agéo
desestrutura o entrelacamento da hemicelulose, reduzindo o grau de polimerizacao
do substrato, gerando xilooligossacarideos e, consequentemente, facilitando o acesso
enzimatico a celulose.

Na industria de papel, as xilanases tém destaque no processo de
branqueamento, que consiste na remoc¢do de lignina das polpas quimicas para
producédo de polpa brilhante ou branca, uma vez que a intensidade da cor da polpa
esta relacionada com a quantidade e estado quimico da lignina remanescente. O
branqueamento realizado com uso de enzimas ou microrganismos lignoceluloliticos é
chamado de biobranqueamento e, por reduzir o uso de cloro como agente clareador
e, consequentemente, a emissao de efluentes, tém atraido o interesse de industrias.
A importancia da xilanase nas industrias de papel e celulose esta relacionada a
hidrolise da xilana, que facilita a liberacao de lignina da polpa de papel (WALIA et al.,
2017).

Na industria alimenticia as xilanases também apresentam importantes
aplicacdes, como na panificacdo, por exemplo. Em conjunto com outras enzimas,

xilanases podem promover a hidrolise da hemicelulose presente na farinha de trigo,
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deixando a massa mais macia e permitindo um melhor crescimento da mesma
(CAMACHO; AGUILAR, 2003). Uma vez que a hidrélise de oligossacarideos promove
diminuicdo da quantidade de materiais insolUveis presentes, xilanases também séo
utilizadas na clarificacdo de sucos. Em racdes animais, o uso de xilanases promove a
reducdo da viscosidade intestinal do alimento, provendo um aumento de peso e
melhor conversao alimentar (HO, 2018).

A producao de xilooligossacarideos a partir de residuos industriais tém também
ganhado destaque devido as atividades funcionais que os mesmos apresentam. Em
decorréncia da ingestao destes compostos, atribuem-se diversos efeitos benéficos a
saude, como, por exemplo, o estimulo do crescimento de bifidobactérias na microbiota
do trato digestivo (BARRETO; ZANCAN; MENEZES, 2015).

Xilanases podem ser utilizadas em processos tais como maceracao do linho,
juta e sisal, bem como no refinamento de polpas para a producao de tecidos. Nesses
processos, mais uma vez, o papel das xilanases é facilitar a separacao das fibras de
celulose e remocao da lignina. Produtos resultantes da hidrélise da xilana, como
residuos de P-D-xilopiranosideo, podem ainda, ser convertidos em solventes e
adocantes, tais como o xilitol, um polidlcool com poder adocante comparavel ao da
sacarose (PARAJO et al., 1998).

E importante ressaltar que a conversdo da xilana em xilose e
xilooligossacarideos pode ser obtida a partir da hidrolise acida ou enzimatica. Apesar
de mais rapida, a hidrolise acida pode gerar compostos toxicos e, a longo prazo, levar
a corrosao de equipamentos. Assim, 0 interesse pela hidrolise enzimatica tem
aumentado e diversas xilanases tém sido produzidas comercialmente (COLLINS;

GERDAY; FELLER, 2005; HO, 2018).
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2.4.3. Fungos filamentosos como fontes de xilanases

As xilanases sdo produzidas por diversos organismos, tais como bactérias,
fungos, leveduras, algas, insetos, crustaceos, moluscos e sementes de plantas
terrestres. Entre estes produtores, destacam-se os fungos filamentosos, uma vez que
produzem xilanases extracelulares e em maior quantidade, em relagcdo aos demais
organismos (MANDAL, 2015; POLIZELI et al., 2005).

Os fungos séo altamente eficientes na degradacéo da biomassa vegetal devido
ao fato de que, frequentemente, esta é a principal fonte de carbono em seu ambiente
natural. Uma vez que os fungos ndo séo capazes de absorver polimeros, é necessario
gue os mesmos produzam enzimas extracelulares para a degradacéo e consequente
liberacdo de monbmeros ou oligdmeros, os quais podem ser absorvidos e
metabolizados pelas células. Assim, fungos séo reconhecidos como uma excelente
fonte de enzimas lignoceluloliticas, incluindo xilanases (MAKELA; DONOFRIO; DE
VRIES, 2014).

Entre os fungos mesofilicos, os pertencentes aos géneros Aspergillus e
Trichoderma destacam-se como bons produtores de xilanases, sendo utilizados na
producdo de coquetéis enzimaticos comerciais. Nos Ultimos anos, porém, fungos
termofilicos tém despertado grande interesse, uma vez que sao capazes de secretar
enzimas com maior termoestabilidade. As enzimas produzidas por esses organismos
sao muito atrativas para uso industrial, pois temperaturas mais elevadas tornam as
taxas de conversdo mais rapidas, aumentam a viscosidade dos produtos e dos
substratos e evitam a contaminagdo por microrganismos mesofilicos indesejados
(KUMAR; SWATI, 2001).

Exemplos de fungos termofilicos com grande potencial sdo Chaetomium

thermophilum, Humicola insolens, H. grisea, Myceliophthora thermophila, M.
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heterothallica, Talaromyces emersonii e Thermoascus aurantiacus. As Xxilanases
destes fungos geralmente possuem temperaturas 6timas entre 55 e 80 °C, sendo
muito estaveis nesta faixa. Estas enzimas costumam ser glicoproteinas e muitas
apresentam maior atividade em pH &cido (HO, 2018; POLIZELI et al., 2005).

O género Myceliophthora, que inclui 10 espécies, € composto por fungos
mesofilicos e termofilicos e sua taxonomia foi elucidada por analises filogenéticas,
como é possivel observar na figura 8 (VAN DEN BRINK et al., 2012). Com base na
filogenia e capacidade de cruzamento sexual, isolados originalmente pertencentes a
M. thermophila foram divididos em duas espécies: M. thermophila e M. heterothallica,
sendo que a Ultima apresenta ciclo reprodutivo com cruzamento?.

Figura 8. Arvore consensual parcimoniosa da regido ITS1 do género Myceliophthora. Os

nameros ao lado dos ramos indicam a porcentagem de arvores replicadas em que os taxons
associados se agrupam no teste de bootstrap (1.000 réplicas).
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Fonte: Van den Brink e colaboradores (2013).

A espécie M. thermophila tem sido muito estudada e algumas xilanases
provenientes deste fungo ja foram isoladas e caracterizadas (BASIT et al., 2018; VAN
GOOL et al., 2013). Menor quantidade de informacgéo encontra-se disponivel para o

fungo M. heterothallica, porém, estudos demonstram que esta espécie apresenta

2 Marin-Felix e colaboradores (2015) propuseram a reclassificacdo do género Myceliophthora,
sugerindo que as espécies M. heterothallica e M. thermophila sejam denominadas Thermothelomyces
heterothallica e T. thermophila, respectivamente. Na literatura, é possivel encontrar as espécies citadas de
ambas as formas (Myceliophthora e Thermothelomyces).
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grande potencial para a producao de enzimas do complexo lignocelulolitico, incluindo
xilanases.

Quando cultivado em meio semi-sélido contendo palha de cana, palha de milho
e papel, a producéo de xilanases por este fungo atingiu, em média, 60 U mL* apds 72
horas de cultivo (DIAZ et al., 2015). Van den Brink e colaboradores (2013) concluiram
que, em relacdo a M. thermophila, isolados de M. heterothallica mostraram-se mais
eficientes na liberacdo de acucares de palha de trigo levemente pré-tratada (com 5%
de HCIl) com alto teor de xilana. Trata-se, portanto, de uma espécie bastante

interessante e promissora.

2.5. Expresséo heterdloga de enzimas

Embora muitas espécies de fungos sejam boas produtoras de xilanases, nem
sempre a producdo ocorre em niveis satisfatérios. Além disso, a necessidade de
inducdo para a expressao das enzimas desejaveis, requer uso de meios de cultura
especificos, que podem dificultar o processo. A expressao heterdloga constitui uma
ferramenta apropriada para a obtencdo de enzimas em larga escala, com uso de
meios de cultura de baixo custo, permitindo também, que o processo de purificacdo
da proteina a ser produzida seja mais eficiente. Isto pode ocorrer através da adicéao
de caudas de histidina fusionadas as proteinas recombinantes, permitindo o uso de
colunas de afinidade no processo de purificacdo. Dada a importancia industrial que as
xilanases apresentam, uma série de estudos de clonagem e expressao heterdloga
destas enzimas tém sido conduzidos nos ultimos anos (tabela 1).

Varios organismos, tais como bactérias, leveduras, fungos filamentosos, algas
e plantas, tém sido utilizados como hospedeiros heterdlogos. Todos apresentam

vantagens e limitagdes, de forma que a escolha do hospedeiro ideal deve se basear
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nas caracteristicas da proteina de interesse (ADRIO; DEMAIN, 2010; ROSANO;

CECARELLI, 2014).

Tabela 1. Exemplos e principais caracteristicas de xilanases de origem fangica expressas de
maneira heter6loga em E. coli e P. pastoris.

Organismo de | Hospedeiro Massa pH 6timo; Referéncia
origem heterélogo | molecular | Temperatura 6tima
(kDa) @®)

Aspergillus E. coli BL21 25 5,0; 50 Elgharbi et
niger (DE3) al., 2015
Aspergillus P. pastoris 20 5,0; 50 Liu et al.,
niger GS115 2006
Aspergillus E. coli BL21 20 4.6; 50 Zhou et al.,
usamii (DE3) 2008
Hypocrea P. pastoris 29 4,5;55 Lietal., 2018
orientalis GS115
Paecilomyces E. coli BL21 28 7,0; 75 Zhang et al.,
thermophila (DE3) 2010
Paecilomyces P. pastoris 29 7,0; 75 Fan et al.,
thermophila GS115 2012
Scytalidium P. pastoris 25 3,2; 56 Balaa et al.,
acidophilum X33 2006
Thermoascus E. coli 33 5,0; 65 Souza et al.,
aurantiacus Rosetta-gami 2016

(DE3)
Thermobifida P. pastoris 41 8,0; 80 Zhao et al.,
fusca X33 2015
Trichoderma E. coli 37 6,0; 60 Tang et al.,
reesei Origami 2017

(DE3)

Fonte: autoria propria.

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli € o hospedeiro bacteriano mais
utilizado. Como vantagens € possivel citar: genética bem caracterizada e de facil
manipulacéo, grande abundancia de linhagens e vetores disponiveis comercialmente
e elevada capacidade de expressédo de proteinas recombinantes (as quais pode
representar até 50 % do total de proteinas expressas). Como desvantagens,
destacam-se a possivel formacdo de corpos de inclusdo, decorrentes da baixa

solubilidade apresentada por algumas proteinas recombinantes, e a incapacidade de
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realizacdo de modificagBes pos traducionais, tais como a glicosilacdo (LAMBERTZ et
al., 2014).

Diferentes abordagens tém sido empregadas para superar a insolubilidade de
proteinas expressas heterologamente em E. coli. Uma delas inclui a purificacdo de
corpos de inclusdo, contendo a proteina recombinante, com uso de agentes como
ureia e B-mercaptoetanol e posterior re-enovelamento da proteina, ou o uso de
temperaturas mais baixas para a expressao, de modo a garantir o correto dobramento.
Com relacdo as modificacbes poOs traducionais, algumas linhagens de E. coli
disponiveis comercialmente, permitem, por exemplo, a formacdo de ligaches
dissulfeto.

Em relacdo a hospedeiros eucariotos, destaca-se a levedura metilotrofica
Pichia pastoris. Esta levedura apresenta manipulacdo genética simples, sendo muito
similar a levedura Saccharomyces cerevisae, a qual representa um dos sistemas
heter6logos mais bem caracterizados. Outra vantagem refere-se a capacidade de
produzir proteinas heterélogas em elevadas quantidades e com secrecdo para o meio
extracelular. Por fim, P. pastoris realiza modificacbes poOs traducionais, tais como
ligagbes dissulfeto e glicosilagdes.

Uma desvantagem quanto ao uso de P. pastoris se refere ao uso do metanol,
o qual pode oferecer riscos a salde e a seguranca, fato este, que pode comprometer
a producéo de proteinas de interesse em larga escala ou, ainda, limitar seu uso para
a producgédo de proteinas relacionadas a alimentacdo. Ainda, durante o cultivo de P.
pastoris, altos niveis de expressdo de proteases podem ser detectados,
especialmente, quando as células estdo sujeitas a estresse (por exemplo, presenca
de metanol), resultando na degradacdo da proteina recombinante (LI et al., 2007,

POTVIN; AHMAD; ZHANG, 2012).
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A procura por novas enzimas que possam ter potencial para participar de
coquetéis destinados a degradacao de residuos lignoceluldsicos justifica investir na
prospeccdo de enzimas fungicas, seja pela caracterizacdo daquelas disponiveis em

cultivo, quanto das obtidas por analises moleculares.

3. OBJETIVOS PRINCIPAIS
Isolar uma sequéncia codificadora de xilanase do fungo M. heterothallica e
promover a expressao heter6loga da mesma em E. coli e P. pastoris, com

caracterizacdo bioquimica da enzima.
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CAPITULO I

Isolamento de gene codificador de xilanase de
Myceliophthora heterothallica, via RT-PCR, e expressao

heterologa do mesmo em Escherichia coli
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RESUMO

Um gene codificador de xilanase do fungo Myceliophthora heterothallica foi isolado via
RT-PCR. O produto de amplificacao obtido apresentou elevada similaridade com uma
sequéncia codificadora de xilanase da familia GH11 de M. thermophila. O inserto foi
clonado e ligado ao vetor pET-28a(+), o qual foi utilizado para transformacao de
células de Escherichia coli. Trés linhagens bacterianas foram testadas para a
expressdo da xilanase e, embora a expressdo da proteina tenha ocorrido
predominantemente na forma insoluvel em todas elas, a linhagem Origami 2(DE3)
pLysS foi a mais adequada. A purificacdo da enzima recombinante, que apresentou
massa molecular compativel com a esperada (25 kDa), ocorreu em duas etapas
cromatograficas (afinidade e filtracdo em gel). Em relacdo a caracterizacédo
bioguimica, a temperatura e pH 6timos da xilanase foram 55 °C e 6,0,
respectivamente. A enzima apresentou elevada especificidade pelo substrato,
estabilidade em amplo intervalo de pH e resisténcia a diversos ions e compostos

fendlicos, além de elevada termoestabilidade em presenca de glicerol a 50 %.

Palavras-chave: RT-PCR, Myceliophtora heterothallica, Escherichia coli, pET-28a(+),

xilanase recombinante.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia do DNA recombinante € uma ferramenta muito importante na
geracdo de produtos de interesse biotecnologico. Seu advento permitiu a expressao
heter6loga de uma série de enzimas com aplicacdo industrial, incluindo xilanases,
tendo também facilitado o processo de purificacdo e caracterizacdo bioquimica das
mesmas. A primeira etapa para a expressao heteréloga de uma proteina consiste na
identificacéo e isolamento da sequéncia de DNA que a codifica, a qual deve ser ligada
a um vetor de expressao, que por sua vez, é inserido em uma célula hospedeira (figura

1) (ONGLEY et al., 2013).

Figura 1. Etapas principais para a promocao da expressédo heteréloga de uma proteina.

A .
AAN AA — e n ? O
ldentificaf;éq e isolamento Ligacdo do DNA a um Selecdo do hospedeiro
da sequéncia de DNA de vetor de expressdo heterdlogo e transformacdo
interesse

do mesmo com o vetor de
expressao

Fonte: adaptado de Ongley e colaboradores (2013).

As sequéncias dos genes podem estar disponiveis em bancos de dados
publicos ou na literatura, porém, no caso da espécie Myceliophthora heterothallica,
este tipo de informacdo ndo se encontrava disponivel. Desta forma, optou-se
inicialmente por outra estratégia para o isolamento de uma sequéncia codificadora de
xilanase do fungo M. heterothallica, via RT-PCR (reacédo da transcriptase reversa,

seguida de reacdo em cadeia da polimerase). Esta etapa do trabalho é descrita neste

49



capitulo, que também aborda a expressdo heter6loga da xilanase no hospedeiro

procarioto, Escherichia coli.

2. OBJETIVOS

e Isolar um gene codificador de xilanase de M. heterothallica;

e Ligar a sequéncia codificadora da xilanase em vetor para expressdo em E.
coli;

¢ |solar transformantes produtores da enzima recombinante;

e Realizar caracterizacdo da enzima recombinante purificada, incluindo a
determinacao do pH e temperatura 6timos, termoestabilidade, estabilidade
em relacdo ao pH, efeito de ions na atividade, dentre outros;

e Determinar pardmetros cinéticos e termodinadmicos da xilanase.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens de microrganismos

O fungo Myceliophthora heterothallica F.2.1.4 foi isolado de camas de frango e
previamente identificado através de técnicas convencionais e moleculares
(ZANPHORLIN et al., 2010). A linhagem de E. coli DH5a (Invitrogen) foi utilizada para
propagacdo de plasmideos e as linhagens Origami 2(DE3) pLysS, Rosetta-gami

2(DE3) pLysS e BL21 (DE3) (Novagen) foram utilizadas para a expressao da xilanase.
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3.2. Extracédo de RNA e obtencéo da sequéncia de interesse

M. heterothallica F.2.1.4 foi inoculado em meio sélido de sais acrescido de
glicose (0,2 %), carboximetilcelulose (0,5 %), celobiose (0,5 %) e xilana (0,5 %). Apds
48 horas de incubagéo a 45 °C, o miceélio foi coletado e triturado com nitrogénio liquido
em almofariz. Seguiu-se a extracdo do RNA total com uso do reagente Trizol
(Invitrogen). Para cada amostra de RNA total, foram utilizados cerca de 100 mg do
micélio macerado. ApGs a extracdo, as amostras foram analisadas em gel de agarose
1 %. A quantificagdo e verificagdo da qualidade das amostras foram realizadas com
uso do equipamento NanoDrop (Thermo Scientfic®).

Para obtencao do gene codificador da xilanase foi utilizada a técnica de PCR
com transcriptase reversa (RT-PCR), utilizando-se o kit Superscript Il first-strand
synthesis system for RT-PCR (Invitrogen), seguindo-se as recomendacfes do
fabricante. Os iniciadores utilizados para a RT-PCR foram confeccionados com base
na analise de sequéncias codificadoras de xilanases do fungo Myceliophthora
thermophila, disponiveis no banco de dados “GenBank”, do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), uma vez que sequéncias codificadoras de xilanases do
fungo M. heterothallica ndo se encontravam disponiveis na literatura ou em bancos de
dados.

A escolha da espécie M. thermophila para a prospeccdo de sequéncias
codificadoras de xilanases e desenho dos primers se deve a elevada proximidade
filogenética que a mesma apresenta em relacdo a M. heterothallica, como
demonstrado na figura 8 do Capitulo I. Foram confeccionados quatro conjuntos de

iniciadores, cujas sequéncias encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Conjuntos de iniciadores utilizados para a obtencdo do gene de interesse.

Conjunto Sequéncia Temperatura de NUmero de

de primer anelamento (°C) acesso

XylMh_1 Fwd: 5 — ATGGTCTCGTTCACTCTCCTCC -3 60 XM_003667251.
Rev: 5 - TTAGGCCTCCCGGACCTCGATAG -3 1

XylMh_2 Fwd: 5 — ATGGTTTCTGTCAAGGCAG - 3’ 55 XM_003664736.
Rev:5’ — TTAGGCCTGGACGGTGATG - 3’ 1

XylIMh_3 Fwd: 5 — ATGGTTGCTCTCTCTTCTC - 3 52 XM_003662354.
Rev:5’ — TTACAAGCACTGCGAGTAC - 3 1

XylIMh_4 Fwd: 5 — ATGGTCTCCTTCAAGGCC - 3’ 55 XM_003663481.
Rev:5’ — TTACCAGACGGTGATATCGG - 3 1

Fonte: autoria propria.

As reacdes de PCR foram constituidas de tampao de reacdo 1X, 0,2 mM de
dNTP, 1,5 mM de MgClz, 0,4 uM de primer foward e de reverse e 1 unidade de
Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condicdes utilizadas foram 95 °C por 2
minutos, seguidos por 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, temperatura de anelamento
do primer por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos. A extensao final foi realizada a 72
°C durante 5 minutos. Apo6s as amplificacdes, os produtos de PCR foram analisados
em gel de agarose 1 %.

O fragmento obtido foi entdo purificado (QIAquick PCR purification kit —
Qiagen), ligado ao vetor pPGEM-T e sequenciado para confirmacéo de sua identidade.
A figura 2 apresenta um fluxograma das etapas realizadas para a obtencédo da

sequéncia de interesse.
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Figura 2. Fluxograma das etapas seguidas para o isolamento da sequéncia de interesse.

Identificagdo de uma sequéncia codificadora de xilanase do fungo M.
heterothallica

Busca e sele¢do de sequéncias codificadoras de xilanases do fungo M.
thermophila no banco de dados GenBank

Desenho de primers baseados nas sequéncias selecionadas

Extracdo de RNA e RT PCR

Clonagem do produto de amplificagdo obtido

Sequenciamento

Fonte: autoria propria.

3.3. Andlise da sequéncia codificadora de xilanase

A sequéncia obtida foi comparada com sequéncias depositadas no banco de
dados do GenBank, utilizando-se o0 algoritmo de busca BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Outras ferramentas utilizadas para analise da sequéncia foram Clustal Omega
(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), para alinhamento, Genscan Output
(http://genes.mit.edu/cgi-bin/genscanw_py.cgi), para verificacdo da presenca de
introns, Nebcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), para analise de sitios de
restricdo, SignalP 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/Signalp/), para
verificagdo da presenca de peptideo sinal e Expasy ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/) para predicdo de caracteristicas da enzima.
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3.4. Obtencdo do plasmideo de expressao em E. coli

A sequéncia codificadora de xilanase foi ligada ao vetor pET-28a(+), que
apresenta compatibilidade com diversas linhagens de E. coli (variantes DE3). Para a
obtencdo do plasmideo de expressdo (pET-28a_XylMh), foram adicionados uma
cauda de histidina (His-tag) e um sitio para TEV protease a por¢do N-terminal da
sequéncia alvo, a qual teve seu peptideo sinal removido (figura 3).

Para ligagéo, o vetor pET-28a(+) foi previamente digerido com as enzimas de
restricdo Ncol e Notl. Esta etapa do projeto foi realizada pela empresa Fastbio

(Ribeirao Preto, SP).

Figura 3. Representac¢éo esquematica do inserto ligado ao vetor pET-28a(+).

Sitio de restrigdo His-tag Sitio de reconhecimento | Sequéncia codificadorada | Cddon de parada | Sitio de restrigao
para Ncol para TEV protease xilanase sem peptideo sinal para Not/

Fonte: autoria propria.

3.5. Transformacéo de E. coli com o plasmideo pET-28a_XyIMh

Para a transformacéo de E. coli, 80 ng do plasmideo de expressao contendo o
gene da xilanase (pET-28a_XylMh) foram misturados a 50 uL de células competentes.
A mistura foi mantida em gelo por 30 minutos, seguindo-se incubacéo a 42 °C por 30
segundos e gelo por mais dois minutos. Foram adicionados 200 pL de meio SOC
(Super Optimal Broth) as células transformadas, as quais foram incubadas a 37 °C
por uma hora e meia para regeneracdo. Na sequéncia, os transformantes foram

plagueados em meio LB (Luria Bertani) acrescido de canamicina (50 pg mL™).
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3.6. Ensaios de expressao

Transformantes foram cultivados em 50 mL de meio LB suplementado com
canamicina (50 pg mL1) a 37 °C com 200 rpm de agitacéo, até que a cultura atingisse
densidade éptica (ODeoo) entre 0,6 e 0,8. Uma vez atingida a densidade Optica
desejada, as culturas foram induzidas com 0,5 mM de IPTG (isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo) e incubadas a 20 °C, com 200 rpm de agitacdo. Em diferentes
intervalos apds a inducéo (2, 4, 8 e 16 horas), uma aliquota dos cultivos foi coletada,
centrifugada (para remocao de sobrenandante), e acrescida de tampé&o de amostra.

Os pellets celulares foram entdo submetidos a tratamento térmico (100 °C

durante 5 minutos) para lise celular e analise do perfil de expressdo em SDS-PAGE.

3.7. Teste de solubilidade

Para avaliacdo da solubilidade da proteina recombinante, ensaios de
expressao foram novamente realizados conforme descrito no item 3.6, porém, outras
duas temperaturas de inducdo foram analisadas: 29 e 37 °C. ApGs inducdo com IPTG,
aliquotas dos cultivos foram coletadas e centrifugadas. As células presentes no pellet
foram entdo rompidas para a liberacdo da proteina recombinante, utilizando-se o kit
BugBuster (Novagen), seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Para lise celular,
foi utilizado tampéao fosfato (50 mmol L de fosfato de sédio, 500 mmol L de cloreto
de sédio, 10 mmol L de imidazol e 5 % de glicerol). Apés o rompimento das células,
o lisado foi centrifugado a 16.000 xg por 20 minutos, a 4 °C, obtendo-se a fragcéo
soltvel (sobrenadante) e a insoluvel (pellet), as quais foram analisadas em SDS-

PAGE.
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3.8. Producdao da xilanase recombinante e purificagcdo da enzima

Uma vez determinadas as melhores condi¢Bes para a producdo da proteina
recombinante na fracdo sollvel, a mesma foi produzida em larga escala. Para isso,
20 mL de pré-in6culo de bactérias transformantes foram inoculados em 1 litro de meio
LB contendo 50 pg mL* de canamicina e cultivados a 37 °C com 200 rpm de agitacéo.
ApOs a cultura atingir densidade 6tica entre 0,6 e 0,8, a mesma foi induzida com IPTG
por 16 horas, tendo sido cultivada a 20 °C, com 200 rpm de agitacdo. Apés o cultivo,
a cultura foi centrifugada a 5.000 xg por 15 minutos para recuperacédo das células. O
pellet foi rompido com uso do kit BugBuster (Novagen), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante.

O sobrenadante foi entdo clarificado (centrifugacéo a 16.000 xg, 40 minutos, 4
°C) e submetido a cromatografia de afinidade com uso da coluna HisTrap HP, 1 mL,
contendo resina Ni Sepharose®, em sistema AKTA (GE Healthcare). A coluna foi
previamente equilibrada com tampéao A (50 mmol L de fosfato de sédio, 500 mmol L
! de cloreto de soédio, 10 mmol L de imidazol e 5 % de glicerol). Apés a injecdo da
amostra, as proteinas recombinantes foram eluidas em um gradiente linear de 0 a 100
% com o mesmo tampao, acrescido de 500 mmol L de imidazol (tampéo B).

As proteinas eluidas foram concentradas e dialisadas utilizando-se o tampéo A
em coluna Vivaspin 6 (GE Healthcare) e analisadas em eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Na sequéncia, a amostra foi submetida a cromatografia
de gel filtracdo em resina Superdex 75 (10/300), previamente equilibrada com tampéao
fosfato (20 mmol L fosfato, 150 mmol L' NaCl) e novamente analisada em gel de

poliacrilamida.
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A concentragdo das amostras de proteinas purificadas foi determinada
espectrofotometricamente com uso do reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) e uma

curva padrao com soroalbumina bovina.

3.9. Remocéao da cauda de histidina

A remocéo da cauda de histidina da enzima recombinante foi realizada através
do tratamento com a protease TEV. Apds incubacdo overnight a 4 °C, a xilanase foi
novamente submetida a cromatografia de afinidade e gel filtracdo, conforme

anteriormente descrito, e analisada em SDS-PAGE.

3.10. Caracterizacdo bioquimica da enzima

Para caracterizacdo bioquimica da xilanase recombinante, a atividade
enzimatica foi determinada quantificando-se o produto liberado por intervalo de tempo
(A[P]/AY), através do método de dosagem de acucares redutores (MILLER, 1959), o
qual utiliza o reagente DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico). Os ensaios foram conduzidos
em triplicata e realizados em microplacas. Uma curva de calibracéo foi confeccionada
com D-xilose.

Uma unidade de atividade enziméatica (U) € a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 ymol de agucar redutor por minuto nas condi¢des de ensaio, seguindo
a definicAo da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular, IUBMB

(NCIUB, 1979).

3.10.1. Determinacao do tempo de incubacéo
Inicialmente, determinou-se o tempo de incubacdo da reacdo enzimatica

durante o qual seria obtida uma relagéo linear da liberagcéo de produto em funcéo do
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tempo. Para este ensaio, 90 puL de tampdo acetato de sédio 0,1 mol L, pH 5,5,
acrescido de substrato (xilana beechwood 1 %, Sigma-Aldrich), foram misturados a
10 pL de solucao enzimatica. Em seguida, a microplaca foi incubada em termociclador
(Veriti Thermal Cycler, Thermo Scientific®) a 50 °C, por diferentes periodos (3, 5, 10
e 15 minutos). Apds cada periodo de incubacdo analisado, a reacdo foi paralisada
com a adicao de 100 pL do reagente DNS, seguindo-se incubacdo a 95 °C por 10
minutos e resfriamento a 4 °C por 5 minutos. A absorbancia foi medida a 540 nm
usando leitor de microplaca em espectrofotometro UV-VIS (Spectra max — PLUS

384®).

3.10.2. Determinacao do pH 6timo

Para determinagcdo do pH otimo, foram utilizados diversos tampfes na
concentragdo de 25 mmol L para cobrir uma ampla faixa de pH procurando manter a
forca ibnica e composicao quimica dentro de certos limites: glicina, &cido acético, MES
e Tris, ajustado para valores de pH entre 3 a 10 com uso de solucdo 0,5 mol L de
HCI ou NaOH (OLIVEIRA et al., 2014). O ensaio foi conduzido a 50 °C, misturando-se
90 pL de tampdo acrescido do substrato, com 10 pL de solucdo enzimatica. A
paralisacdo da reacdo enzimatica e leitura das placas ocorreram conforme descrito no

item anterior.

3.10.3. Determinacao da temperatura 6tima

A atividade de xilanase foi testada por ensaio enzimatico em funcdo das

variacOes da temperatura a intervalos entre 30 a 85 °C nas condi¢cfes de pH 6timo.
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3.10.4. Estabilidade em rela¢cao ao pH

Para este ensaio, 10 uL da solugdo enzimatica foram incubados com 20 uL de
solugcéao tampéo em diferentes valores de pH por 24 horas a 4 °C (o tampao utilizado
foi 0 mesmo descrito no item 3.10.2, porém, sem a adicdo do substrato). Apds a
incubacdo, seguiu-se o ensaio enzimatico conforme anteriormente descrito, nas
condicdes de temperatura e pH 6étimos.

A atividade obtida para as amostras incubadas em diferentes valores de pH foi
denominada atividade residual, a qual foi determinada por compara¢édo a atividade
inicial, obtida através de uma amostra controle. O controle foi feito pela incubacéo de
10 pL de solucdo enzimatica com de 20 uL de agua ultrapura, incubados por 24 horas,
seguindo-se o0 ensaio enziméatico. Para o calculo da atividade residual (%), utilizou-se

a atividade inicial como referéncia.

3.10.5. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi avaliada por meio da incubacdo da solugéo
enzimatica, na auséncia do substrato, por diferentes periodos (10, 30 e 60 minutos),
em temperaturas entre 30 a 60 °C. Apés a incubacédo, as amostras foram mantidas
em gelo por 10 minutos e a 4 °C por mais duas horas, para deter o processo de
desnaturacao e eventualmente permitir o re-enovelamento. Seguiu-se a determinacéo
da atividade residual através de ensaio enzimatico nas condi¢des Otimas de
temperatura e pH.

O mesmo ensaio foi realizado com a enzima incubada em temperaturas entre
30 a 80 °C na presenca de glicerol a 50 %. O controle para o calculo da atividade

residual foi obtido através da determinacéo da atividade enzimatica de uma amostra
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que nado foi exposta a incubacdo em diferentes temperaturas. Para o célculo da

atividade residual, utilizou-se a atividade inicial como referéncia.

3.10.6. Efeito de ions e reagentes sobre a atividade enzimatica

O efeito de diversos céations na forma de sais de cloro, na atividade enzimatica,
foi avaliado através da adig¢éo individual de ZnClz, AICls, FeCls, HgClz2, MnClz, KClI,
MgClz, NiClz, LiCl, CoClz, CuClz e CaClz. Para o ensaio, 10 pL de solugdo enzimatica
foram incubados com 10 pL de solucé&o dos sais anteriormente descritos, de modo
qgue a concentracgédo final dos mesmos fosse de 1 e 10 mmol L1. Apds a incubacéo,
gue ocorreu durante 10 minutos, seguiu-se a determinacao da atividade residual pelo
ensaio enzimatico nas condi¢gfes Gtimas de temperatura e pH.

A atividade residual foi comparada ao controle, o qual foi determinado pela
mistura de 10 pL de solucdo enzimética acrescido de 10 pL de 4gua ultrapura. Seguiu-
se incubacgao por 10 minutos em temperatura ambiente e determinagéao da atividade
enzimatica.

O efeito de tensoativos (Triton X-100 e Dodecil Sulfato de Soédio - SDS),
solventes (etanol, acetona, isopropanol), glicerol e de agente quelante (acido
etilenodiamino tetra acético, EDTA) também foi avaliado, seguindo-se o0s

procedimentos anteriormente descritos.

3.10.7. Efeito de compostos fendlicos

Para verificacdo do efeito de compostos fendlicos, a solugcdo enzimatica foi
exposta aos seguintes compostos na concentracédo final de 10 mmol L: &cido p-
cumarico, acido siringico, acido galico, acido ferulico, acido 4-hidroxibenzoico,

vanilina, acido vanilico e siringaldeido.
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Uma mistura composta por 10 pL de solugdo enzimética e 10 uL de solucao
dos compostos anteriormente citados, permaneceu por 10 minutos e 24 horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, determinou-se a atividade enzimatica nas
condi¢cdes Otimas de temperatura e pH. A atividade residual foi comparada aos
controles, os quais foram determinados pela mistura de 10 pL de solugcdo enzimatica
acrescido de 10 pL de &gua ultrapura e incubagéo pelos mesmos periodos analisados

(10 minutos e 24 horas).

3.10.8. Avaliacédo das melhores condi¢cdes de armazenamento

A solucdo enzimética foi armazenada em diferentes temperaturas (-196, -80, -
20, 4 e 25 °C), por 24 horas na presenca e auséncia de glicerol 50 %. Para
temperaturas negativas, em que as amostras sofreram o efeito de congelamento, o
descongelamento foi feito por imersdo das amostras em 4gua a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C).

A atividade enzimatica foi mensurada antes (atividade inicial) e depois do
armazenamento (atividade final) e a partir da atividade relativa foi identificada a melhor
condicdo de estocagem da solugcdo enzimatica, a fim de garantir a estabilidade da

proteina.

3.10.9. Especificidade em relagdo ao substrato

A especificidade pelo substrato da enzima recombinante foi determinada
avaliando-se a atividade enzimatica na presenca de 4 mmol L* de 4-nitrofenil B-D-
xilopiranosideo (pNPX), 4 mmol L de 4-nitrofenil a-L-arabinofuranosideo (pNPA), 4
% de carboximetilcelulose (CMC), 1 % de Avicel, 1 % de xilana beechwood e 1 % de

xilana oat spelt nas condi¢des 6timas de temperatura e pH.
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3.10.10. Cinética enzimética

Para determinag&o dos parametros cinéticos da enzima, a atividade enzimatica
foi determinada nas condicbes Otimas de temperatura e pH, variando-se a
concentracdo do substrato entre 1 a 50 mg mL™. Os valores da Constante de Michaelis
Km e da taxa ou velocidade méaxima de reacdo Vmax foram obtidos a partir de ajuste
nao linear de parametros utilizando como modelo a equacao de Michaelis-Menten (Vo
= (VmaxX[S])/(Km+[S]) no programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, EUA) a partir de resultados da taxa ou velocidade inicial de reacao (Vo) em umol

min~ mg obtidos em diferentes concentracdes de substrato xilana beechwood ([S]).

3.11. Termodinamica da desnaturacao térmica irreversivel

A andlise da termodinamica da desnaturacao térmica irreversivel foi realizada
a partir dos dados obtidos nos ensaios de termoestabilidade, conduzidos em
condi¢cBes otimas de pH, utilizando-se calculos propostos por autores que avaliaram
a desnaturacao térmica de enzimas, usando as equacfes de 1 a 7 (SAQIB et al., 2010;
SAQIB et al., 2012; SIDDIQUI et al., 1997).

Inicialmente, foi confeccionado um grafico de Arrhenius, o qual consiste na
representacdo do logaritmo natural da atividade xilanolitica versus 1000/T, em que T
corresponde a temperatura absoluta em Kelvin (temperatura em graus Celsius +
273,15). A partir deste gréafico, foram calculados a temperatura 6tima, a energia de
ativacdo da enzima (Ea) e os coeficientes de temperatura (Q1o).

A temperatura Otima foi calculada a partir da interse¢&o no eixo x do ponto de
encontro entre as retas, obtidas por regressdo, das porcées ascendente e
descendente do grafico anteriormente mencionado. Ja a energia de ativagdo (Ea) foi

calculada pela regresséo linear da porcdo descendente do grafico de Arrhenius
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(correspondente a faixas de temperaturas na qual a estrutura ndo € sensivelmente
afetada), utilizando-se o valor de inclinacdo da reta multiplicado pela constante

universal dos gases (R = 8,314 J K'* molt), como mostrado na equacéo 1:

Ea = —(inclinacéo*R) (equacéo 1)

Os coeficientes de temperatura (Qio) foram calculados pela equacdo 2 e
correspondem ao aumento da taxa de reagéo ou velocidade a cada dez graus Celsius

de elevacgéo da temperatura:

In Q10 = Ea*10 / R*T? (equacéo 2)

Um outro grafico foi confeccionado com o logaritmo natural da atividade
residual em funcdo do tempo de incubacdo térmica, em minutos. Aplicando-se a
regressao linear sobre os resultados obtidos para cada temperatura, foram obtidos os
valores das inclina¢gdes, que correspondem a taxa de primeira ordem da inativacéo
térmica, -ka (min-t). A partir deste segundo grafico, obteve-se o tempo de meia vida da
enzima (T12). Esse valor corresponde ao tempo no qual, em cada temperatura, a

atividade cai a metade da original, e foi calculado a partir da seguinte equacao:

T2 =In 2/ K (equagéo 3)

Para calcular a energia de ativacdo da desnaturacéo térmica, Eap) (K J mol?),
foi construido um gréafico do logaritmo natural da taxa de primeira ordem da inativacéo
térmica kq obtida anteriormente versus 1000/T. Aplicou-se a regresséao linear, sendo a
inclinacdo da reta multiplicada pela constante universal dos gases (R=8.314 J KX mol-

1), como na equacéo 4:
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Eap) = —(inclinacédo*R) (equacéo 4)

Por fim, foram calculados a entalpia de ativagdo da desnaturacdo térmica (AHad),
a energia livre de Gibbs de ativagdo da desnaturacdo térmica (AGp) e a entropia de
ativagcao da desnaturagéo térmica (ASp), com uso das equacdes a seguir, onde ko é a
constante de Boltzmann (1,38 x 1023 J K1) e h é a constante de Planck (6,63 x 1034 J
S):

AHd = Eap)— R*T (equacéo 5)

AGp = -(R*T) * In [(Ka*h) / (ko*T)] (equacéo 6)

ASp=(AHd - AGDp) / T (equagéo 7)

A temperatura de fusdo da enzima (Tm) também foi obtida através da
construcdo de um gréafico com a atividade residual versus a temperatura de exposicao.

A enzima foi exposta a diferentes temperaturas por 30 minutos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo de RNA e verificacdo da qualidade das amostras

A anélise em gel de agarose 1 % (figura 4), demonstra a presenca das bandas
28S e 18S na amostra de RNA extraida, bem como auséncia de DNA contaminante.
Em relagéo a razéo de absorbancias A260/A280, a amostra apresentou valor de 1,96,

0 gque sugere elevado grau de pureza (SAMBROOK, 2001).
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Figura 4. Amostra de RNA extraida com uso do reagente Trizol. Gel de agarose 1 %.

28S —»
185 —»

Fonte: autoria prépria.

4.2. Isolamento do gene codificador de xilanase
Apenas a reacdo de amplificacdo conduzida com o conjunto de iniciadores 1
resultou em um produto com tamanho aproximado de 780 pb (figura 5). As demais

reacdes ndo geraram produto de amplificacao.

Figura 5. Produto de amplificacdo obtido com o conjunto de iniciadores 1. MM: marcador molecular 1kb
(Thermo Scientific™ GeneRuler™). Gel de agarose 1 %.

MM 1

Fonte: autoria propria.

Para confirmacgédo da clonagem do produto de amplificacdo obtido em vetor
pGEM-T, foi realizada extracdo de DNA plasmidial de transformantes de E.coli,
linhagem DH5a, seguida da amplificagdo do inserto de interesse. A figura a seguir
demonstra a presenca do vetor de clonagem, acrescido do inserto, nos clones

analisados.
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Figura 6. Amplificacdo do gene da xilanase presente no vetor pGEM-T em transformantes de E. coli,
linhagem DH5a. MM: marcador molecular 1 kb (Thermo Scientific™ GeneRuler™), 1 a 5:
transformantes selecionados.

MM 1 2 3 4 5

1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb

Fonte: autoria propria.

4.3. Analise da sequéncia obtida

Apdbs sequenciamento e comparacdo da sequéncia obtida com as disponiveis
no banco de dados do GenBank, constatou-se que o inserto amplificado apresenta
783 nucleotideos em sua composicdo e elevada similaridade com sequéncia
codificadora de uma glicosil hidrolase pertencente a familia 11, do microrganismo
Myceliophthora thermophila (nimero de acesso: XM_003667251.1, E-value: 4e1%2,
identidade: 99 %). A sequéncia inicia-se com o cdédon ATG e possui 0 codon de
terminacdo TAA em sua porc¢ao final. Um provavel intron, com 126 pb, foi identificado,
conforme alinhamento da figura 7, realizado com uso da ferramenta Clustal Omega.

A presenca do intron foi confirmada com uso da ferramenta Genscan Output
(http://genes.mit.edu/cgi-bin/genscanw_py.cgi), que também forneceu a sequéncia da
proteina, a qual apresenta 218 aminoéacidos (figura 8). Quando comparada a
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank, a sequéncia de aminoacidos
obtida apresentou 100 % de similaridade com uma glicosil hidrolase da familia 11, de

Myceliophthora thermophila (figura 9).
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Figura 7. Alinhamento da sequéncia obtida (Mh) com sequéncia codificadora de xilanase do fungo
Myceliophthora thermophila (Mt) (Clustal Omega).

Mh ATGGTCTCGTTCACTCTCCTCCTCACGGCCATCGCCGCTGCGGTGACGACGGCCAGCCCT 60

Mt ATGGTCTCGTTCACTCTCCTCCTCACGGCCATCGCCGCTGCGGTGACGACGGCCAGCCCT 60
KA A KA AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A IR A A A A KNI A A A A A AN AR A A A A A A AR A ARk kK

Mh CTCGAGGTGGTCAAGCGCGGCATCCAGCCGGGCACGGGCACCCACGAGGGGTACTTCTAC 120

Mt CTCGAGGTGGTCAAGCGCGGCATCCAGCCGGGCACGGGCACCCACGAGGGGTACTTCTAC 120
hokkk kK kkkkhkhkhk kA KAk hhkhkhh kA Ak kkhkhk kA kA Ak khkhh kA KKKk khkhhh k& & % Kk kK

Mh TCGTTCTGGACCGACGGCCGTGGCTCGGTCGACTTCAACCCCGGGCCCCGCGGCTCGTAC 180

Mt TCGTTCTGGACCGACGGCCGTGGCTCGGTCGACTTCAACCCCGGGCCCCGCGGCTCGTAC 180

KA A KA AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A A Ak A A,k kK

Mh AGCGTCACCTGGAACAACGTCAACAACTGGGTTGGCGGCAAGGGCTGGAACCCGGGCCCG 240

Mt AGCGTCACCTGGAACAACGTCAACAACTGGGTTGGCGGCAAGGGCTGGAACCCGGGCCCG 240
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhhkhhkhkhkhhkhhkhhkhrhkhkkhhkhkhhkkhhkhrhkhkkhkhkhrrhhkkhhkrhkhkkhkhkhrhhkkhhkxhkh*k
Mh CCGCGCAAGATTGCGTACAACGGCACCTGGAACAACTACAACGTGAACAGCTGTGCGTTG 300
Mt CCGCGCAAGATTGCGTACAACGGCACCTGGAACAACTACAACGTGAACAGC-——————~~- 300
KA A KA KR A KR AR AR AR A A A AR A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A hk Ak rxhx k%
Mh TCCTCCTCTTTCTCCCTTTCGCTTGTTTTCCTTGATGATTGGGATCCATTTTARAAAGAGA 360
ME e 360
Mh AGGAAAAAAAAAAAAAAACAAAGGAAAATAGAAGATAACTAACGCCAAGCTCTGGCAGAC 420
ME s TAC 420
* %

Mh CTCGCCCTGTACGGCTGGACTCGCAACCCGCTGGTCGAGTATTACATCGTGGAGGCATAC 480
Mt CTCGCCCTGTACGGCTGGACTCGCAACCCGCTGGTCGAGTATTACATCGTGGAGGCATAC 480
AR A KA AR AR AR KR A KRR KRR A A A A R A R AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A A A A A Ak k kK
Mh GGCACGTACAACCCCTCGTCGGGCACGGCGCGGCTGGGCACCATCGAGGACGACGGCGGC 540
Mt GGCACGTACAACCCCTCGTCGGGCACGGCGCGGCTGGGCACCATCGAGGACGACGGCGGE 540
khkhkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkkhhkhrhkhkhkhkhhhkhhkhrhhkkhkhhkhhkhhkhrhkhkkhkhkhrhhkkhkhkrhkhkkhkhhrhhkkhhxkhk*k
Mh GTGTACGACATCTACAAGACGACGCGGTACAACCAGCCGTCCATCGAGGGCACCTCCACC 600
Mt GTGTACGACATCTACAAGACGACGCGGTACAACCAGCCGTCCATCGAGGGGACCTCCACC 600

hhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhrhhkrhhkhkhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhk khkkhhxhkxk

Mh TTCGACCAGTACTGGTCCGTCCGCCGCCAGAAGCGCGTCGGCGGCACCATCGACACGGGLC 660
Mt TTCGACCAGTACTGGTCCGTCCGCCGCCAGAAGCGCGTCGGCGGCACTATCGACACGGGC 660

hhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrkhk *hkrkhhkkhhxhkxk

Mh AAGCACTTTGACGAGTGGAAGCGCCAGGGCAACCTCCAGCTCGGCACCTGGAACTACATG 720
Mt AAGCACTTTGACGAGTGGAAGCGCCAGGGCAACCTCCAGCTCGGCACCTGGAACTACATG 720

R R I b b S b b 2h S b I Sb b S SR A Sh S S Sb e Sb b h Sh b S Sb b Sb b b Sb S Sb b Sb b I 2R e S b b Sb db S b b 2b db S b b S 4

Mh ATCATGGCCACCGAGGGCTACCAGAGCTCTGGATCGGCCACTATCGAGGTCCGGGAGGCA 780
Mt ATCATGGCCACCGAGGGCTACCAGAGCTCTGGTTCGGCCACTATCGAGGTCCGGGAGGCC 780

hhkrxhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrkhk dhdhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkxhkhkxkkxx

Mh TAA 840
Mt TAA 840

* % *x

Fonte: autoria propria.
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De acordo com o banco de dados CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes), que
reiine enzimas envolvidas na quebra, modificacéo ou criacdo de ligagdes glicosidicas,
agrupando-as em diversas familias (LOMBARD et al., 2014), enzimas classificadas na
familia 11 s&o exclusivamente xilanases. Portanto, o isolamento de um gene

codificador de xilanase do fungo M. heterothallica foi realizado com sucesso.

Figura 8. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene obtido (Mh), com sequéncia
de aminoacidos de uma xilanase do fungo Myceliophthora thermophila (Mt) (Clustal Omega). Os
residuos cataliticos estéo destacados em negrito (posi¢fes 111 e 203).

Mh MVSFTLLLTAIAAAVTTASPLEVVKRGIQPGTGTHEGYFYSFWTDGRGSVDENPGPRGSY 60
Mt MVSFTLLLTAIAAAVTTASPLEVVKRGIQPGTGTHEGYFYSEFWTDGRGSVDENPGPRGSY 60

R R e S b S b S b S S b S b Sb b I S b Sb b I b S b S b S b S b S b S b S b b 2b b b 2b b S db b3

Mh SVTWNNVNNWVGGKGWNPGPPRKIAYNGTWNNYNVNSYLALYGWTRNPLVEYYIVEAYGT 120
Mt SVTWNNVNNWVGGKGWNPGPPRKIAYNGTWNNYNVNSYLALYGWTRNPLVEYYIVEAYGT 120

R R I d b a4 I a2 I dh SR S S SR S S S S R S S R S I R S b R S b S SR e dh b B B SR S b R S S R S I R S S S g b 4

Mh YNPSSGTARLGTIEDDGGVYDIYKTTRYNQPSIEGTSTEFDQYWSVRRQKRVGGTIDTGKH 180
Mt YNPSSGTARLGTIEDDGGVYDIYKTTRYNQPSIEGTSTEDQYWSVRROKRVGGTIDTGKH 180

Ak khkhkhhkhhkkhhAhhkhkhhkkhkhAhkhkdhkhhdhrhhhkhhkhhrhkhkhhhkdhrhkhkhkhhkkhrhkhdhrhkkhhrkhkxkk*

Mh FDEWKROGNLQLGTWNYMIMATEGYQSSGSATIEVREA 240
Mt FDEWKRQGNLQLGTWNYMIMATEGYQSSGSATIEVREA 240

Ak khkhkhkhkhkhkkhhrhkhkhkhhkkhhhkhhhkhkkhhrhkhkhhrhkkhdxhkhkxxk*k

Fonte: autoria propria.

Figura 9. Comparacéo da sequéncia de aminoacidos obtida com sequéncias disponiveis no banco de
dados GenBank NCBI, indicando que a proteina pertence a familia GH11.

1 125 &0 3?i'5 00 B25 750 o4
1 1 1 1 1 1
RF #1 B — Eman | S ———————————

Superfanilies Glyco_hydro_11

Fonte: autoria propria.
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Sitios de restricdo presentes na sequéncia de nucleotideos também foram
identificados através do Nebcutter (figura 10). Esta etapa foi essencial para a selecéo
das enzimas de restricdo a serem utilizadas para digestdo do inserto e posterior
ligacdo do mesmo ao vetor de expressao. Um peptideo sinal entre os aminoacidos 1

a 18 também foi identificado, conforme anélise através do Signal P (figura 11).

Figura 10. Andlise dos sitios de restricdo encontrados na sequéncia de nucleotideos isolada
(Nebcutter).

218 aa
11l L 1 L 1 L 1 L 1 L L L I L 657
e i 11Tl | I [ | I i
ABtgZl Bmr1 Bse¥1 *Ecil #Alwl
*BsmAl *Sacll *Bsanl Scal BsiHKAL
#BcoDI Eco01091 #HInfI *#HpuAy Bstil
Bsal *hcc] Mlul Sacl
*#Sall Plel EcoS3kl
kEagl Mscl
BssSI Msll
SFaN wBell
BtsCl *Haell
Fokl MmeATll
kPasR71 BpmI

Smll
*xhol
*Tgel
EApek]
Blwl

Fonte: autoria propria.

Figura 11. Predicdo de peptideo sinal na sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene obtido no
presente estudo (Signal P 4.1).
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Fonte: autoria propria.
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4.4. Obtencao do vetor de expressao e transformacao

Conforme descrito anteriormente, esta etapa foi realizada pela empresa
Fastbio, a qual também realizou a sintese da sequéncia sem a presenca do intron e
do peptideo sinal. Optou-se pela sintese do gene devido as dificuldades que foram
encontradas durante a etapa de remocéao do intron e ligacdo ao vetor de expresséao.
O mapa do vetor de expressao esta apresentado na figura 12.

A digestéo do vetor pET-28a_XylMh, com as enzimas Ncol e Notl, foi realizada
para confirmacéo da ligagdo do inserto de interesse. A figura 13 demonstra que a

ligacéo foi realizada com sucesso, uma vez que, apoés a digestao, o inserto foi liberado.

Figura 12. Mapa do vetor de expresséo (pET-28a_XylMh).

T7 terminator
His tag
%R0 1(159)
Not 1(167)
Af11(173)
11 origin Hin AL (176)
Mun1(255)
/ / W Muni(g7e)

XyIMh

Hpal(54s)

kan sequence
Smal(4828)
Clal(4645) Hpal®ag)

EcoRI(816)

pET28a_XylMh

NcoI(Ba2q)
5896 pb oS

T7 promoter
X>a1(863)

ac operator
ColE1 pBR322 origin 1(929)

o 47111 (1056)
pAI (1126)
Eco 47111 (3006) Miu 1(1651)
lacl
Apa1(1862)
Eco RV (2101)

Hpal(2157)

Eco 47111 (2557)
Fonte: imagem fornecida pela empresa Fastbio.
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Figura 13. Eletroforese demonstrando a digestdo do vetor de expressdo com as enzimas Ncol e Notl.

Fonte: imagem fornecida pela empresa Fastbio.

O sequenciamento de plasmideos extraidos de transformantes das linhagens
Origami 2(DE3), Rosetta-gami 2(DE3) e BL21 (DE3) confirmou a presencga do vetor

de expressao, assim seguiram-se 0s ensaios de expresséao da xilanase recombinante.

4.5. Ensaios de expresséo da proteina recombinante

A andlise em SDS-PAGE dos pellets celulares resultantes do ensaio de
expressao conduzido a 20 °C, demonstrou a producdo da enzima de interesse, r-ec-
XylMh, uma vez que é possivel observar uma banda com tamanho compativel ao
esperado com elevado nivel de expressao (figura 14) nas trés linhagens bacterianas
testadas. Duas horas apds a adicdo do IPTG, ja foi possivel observar a enzima
recombinante, de modo que sua expressao aumentou progressivamente até 16 horas
de inducéo.

A massa molecular da proteina foi estimada através da relacdo entre a
mobilidade relativa das bandas e o log da massa molecular do marcador, tendo sido
estimado o valor de 25 kDa, muito préximo do valor estimado pela ferramenta
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/), que foi 24,8 kDa. Ainda, de acordo

com o ProtParam, o ponto isoelétrico (pl) da enzima seria de 6,83.
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Figura 14. Analise de pellets celulares lisados por aguecimento em diferentes periodos de inducao da
expressdo da proteina recombinante (0 a 16 h apés a adicdo de IPTG 0,5 mM) por SDS-PAGE. Al:
antes da inducéo. A: Linhagem Origami 2(DE3); B: Linhagem Rosetta-gami 2(DE3); C: Linhagem BL21
(DE3). MM: marcador molecular Broad Range, Bio-Rad. A seta indica a expressao da proteina de
interesse (aproximadamente 25 kDa).

A MM Al 2h 4h 6h 8h 16h B MM Al 2h 4h 8h 16h

31 kDa 31 kDa

<—
21 kDa 21 kDa

C MM Al 2h 4h 8h 16h

31 kDa

21 kDa

Fonte: autoria propria.

4.6. Andlise da solubilidade da proteina recombinante

O teste de solubilidade indicou que a expressao da proteina predominou na
fracdo insoluvel nas trés linhagens de E. coli e em todas as temperaturas testadas.
Na linhagem Origami 2(DE3), porém, observou-se maior quantidade da xilanase na
fracdo soluvel, de modo que esta linhagem foi a escolhida para o prosseguimento dos
experimentos (figura 15).

Dentre as temperaturas avaliadas, 20 e 29 °C apresentaram-se como as mais

apropriadas para a obtencdo da xilanase r-ec-XylMh na fragéo sollvel, uma vez que
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€ possivel notar um nivel ligeiramente maior de expressédo da enzima recombinante
nestas condi¢Oes. Estes resultados corroboram com o esperado, uma vez que a
diminuicdo da temperatura de cultivo é uma das estratégias empregadas para o

aumento da solubilidade de proteinas recombinantes.

Figura 15. Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) para mostrar 0s niveis de expressao das proteinas
recombinantes na fracdo insolavel (1) e solavel (S) em diferentes temperaturas de indugéo. A: linhagem
Origami 2(DE3); B: linhagem Rosetta-gami 2(DE3); C: linhagem BL21 (DE3). MM: marcador molecular
Broad Range, Bio-Rad.
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Fonte: autoria propria.

A insolubilidade de proteinas recombinantes ocorre devido a formacdo de
corpos de inclusédo, fato que constitui um dos principais desafios na expressao
heter6loga de proteinas em hospedeiros procariotos. Assim como observado neste
trabalho, Yin e colaboradores (2008) reportaram baixa solubilidade de uma xilanase
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recombinante expressa em E. coli, proveniente do fungo Thermomyces lanuginosus.
Resultado semelhante também foi reportado para a expressao de uma xilanase de
Trichoderma reesei (OGASAWARA et al., 2006).

A guantidade de xilanase recombinante obtida na forma solavel, porém, foi
suficiente para a realizacao das etapas posteriores de purificagao e caracterizacdo da
enzima, dando-se prosseguimento aos experimentos. A produgado da enzima foi de

14,75 U mL* apés o cultivo em larga escala e rompimento das células.

4.7. Purificacdo da proteina
A eluicdo da proteina recombinante da resina de afinidade ocorreu quando a

concentracdo do tampao B atingiu 24 % (figura 16).

Figura 16. Perfil de eluicBo da amostra em cromatografia de afinidade. A seta indica o pico
correspondente a enzima r-ec-XylMh.
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Fonte: autoria propria.
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A analise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) ap0s a purificacdo, revelou a
presenca de outras proteinas, além da xilanase, na amostra (uma com cerca de 30
kDa e outra com aproximadamente 15 kDa) (figura 17). Assim, para melhor purificagao
da proteina de interesse, uma segunda etapa foi necesséria, por meio de filtracdo em

gel (figura 18), apds a qual a amostra mostrou-se completamente purificada.

Figura 17. Andlise eletroforética (SDS-PAGE) das amostras ap0s etapas de purificagdo. MM: marcador
molecular Rainbow High Range GE HealthCare; Al: amostra injetada; NL: proteinas nao ligadas a
coluna de afinidade; CA: amostra eluida apds cromatografia de afinidade; GF: amostra apds filtracéo
em gel em resina Superdex 75. As setas indicam proteinas contaminantes presentes na amostra apés
a cromatografia de afinidade.
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Fonte: autoria propria.

Figura 18. Perfil de eluicdo da amostra em cromatografia de gel filtracdo (resina Superdex 75).
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Fonte: autoria propria.
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A tabela a seguir apresenta os resultados obtidos quanto a concentracao
proteica (mg), atividade total (U) e especifica (U mg™), bem como o rendimento (%) e

grau de purificagdo obtidos em cada etapa realizada.

Tabela 2. Tabela de purificagdo da xilanase recombinante expressa em E. coli.

Proteina Atividade Atividade Rendimento = Purificagéo
total total especifica (%)
(mg) (V) (Umg™)
Extrato 82,94 162,25 1,95 100,00 1,0
Afinidade 0,42 29,21 70,25 18,00 36,0
Gel filtracéo 0,13 11,31 87,26 6,97 44,1

Fonte: autoria propria.

A recuperacao da xilanase foi de 18 % ap0s a cromatografia de afinidade, com
purificacdo de 36 vezes. A recuperacdo final, apds filtracdo em gel, foi de
aproximadamente 7 %, com purificagdo de cerca de 44 vezes. Ao realizarem a
purificacdo de uma xilanase recombinante por meio de cromatografia de afinidade,
Guo e colaboradores (2009) obtiveram recuperacéo de 17,4 %. Valor de recuperacéo
semelhante também foi reportado por Blank e colaboradores (2014) ao purificarem
uma xilanase recombinante de Thermus brockianus em coluna de afinidade Ni-NTA.

Uma analise da amostra por DLS (Espalhamento Dindmico de Luz) foi
conduzida em colaboracdo com o grupo de pesquisa dirigido pelo professor Dr.
Rhaguvir K. Arni (UNESP/IBILCE) e indicou que a enzima encontrava-se

monodispersa, apresentando elevada pureza.

4.8. Remocdao da cauda de histidina

Apo6s completa purificacdo, foi realizada a remocgéo da cauda de histidina da

enzima com TEV protease. Como € possivel observar na figura 19, a remocéo da His-
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tag foi obtida com sucesso, visto que, apds o tratamento com TEV protease, verifica-

se a diminuigdo da massa molecular da proteina.

Figura 19. Andlise eletroforética (SDS-PAGE) de r-ec-XylMh apoés remocao da His-tag. MM: Marcador
molecular Rainbow High Range GE HealthCare. 1: enzima contendo a cauda de histidina; 2: enzima
sem a His-tag.
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Fonte: autoria propria.

4.9. Caracterizacdo bioquimica da enzima recombinante

4.9.1. Determinacao do tempo de incubacéo

Como a andlise cinética formulada por Michaelis e Menten (MICHAELIS;
MENTEN, 1913) se baseia na taxa ou velocidade inicial de reacédo, a analise revelou
que o tempo de incubacdo ideal para a reacdo enzimatica € de 5 minutos,
assegurando um aumento linear da liberacao do produto em fungéao do tempo. Aos 10
minutos de reacdo, porém, a inclinacdo diminuiu, demonstrando um decréscimo da
taxa ou velocidade da reacao (figura 20).

Com base nestes resultados, determinou-se 5 minutos como o periodo ideal
para a reagcdo enzimatica, tendo sido utilizado este tempo de incubagdo em todos os

ensaios subsequentes.
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Figura 20. Determinacéo do periodo de incubacéo ideal para calculo da velocidade inicial de reacdo da
xilanase recombinante.
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Fonte: autoria propria.

4.9.2. Efeito da cauda de histidina na acdo enzimatica

Muitas enzimas expressas heterologamente sdo caracterizadas com a cauda
de histidina, visto que, frequentemente, a mesma nao causa interferéncia na atividade
enzimatica (CARSON et al., 2007) e elimina-se um passo no isolamento, diminuindo-
se também o custo. Para verificar se essa observacao se aplicava também a xilanase
r-ec-XylMh, a atividade da enzima com e sem a cauda de histidina foi avaliada nos
ensaios para determinacdo de pH e temperatura 6timos.

Cabe lembrar que também o sitio de clivagem para remocéo da His-tag pela

TEV protease faz parte da estrutura, somando com a cauda de His 13 residuos.

4.9.3. Determinacao do pH 6timo

A determinacgé&o do pH 6timo foi realizada tanto para a enzima com a cauda de
histidina quanto para a enzima que foi tratada com a TEV protease. Para ambos o0s
casos, o comportamento da enzima foi semelhante e a maior atividade xilanolitica foi
observada entre os valores de pH 5,5 e 7,0. Para a xilanase com cauda de histidina,

nota-se que em pH 6,0 a enzima apresenta maior atividade especifica (102,2 pumol
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mint mg?). J& a enzima sem a cauda de histidina apresentou atividade especifica

inferior, com valor maximo de 87,2 pmol mint mg?, também em pH 6,0 (figura 21).

Figura 21. Efeito do pH na atividade xilanolitica.
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Fonte: autoria propria.

Uma queda mais brusca da atividade especifica foi observada em valores de
pH mais &cidos (abaixo de 6,0). Em alguns valores de pH basicos (8,0 a 9,0), a enzima
manteve atividade especifica superior a 50 % da maxima obtida, porém, em valores
superiores (9,5 e 10,0) notou-se uma queda acentuada da acdo enzimatica.

Diversas xilanases com valores de pH 6timo iguais ou proximos ao que foi
observado neste estudo encontram-se descritas na literatura. Um exemplo é a
xilanase recombinante proveniente do fungo termofilico Thermomyces lanuginosus,
expressa em E. coli, a qual apresentou pH 6timo 6,0 (YIN et al., 2008).

Duas xilanases nativas purificadas de Myceliophthora thermophila também
apresentaram valores de pH 6timo levemente acidos. Uma das enzimas, que possui

massa molecular de 30 kDa, exibiu atividade especifica maxima em valores de pH
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entre 5,5 e 6,5, enquanto a outra, com massa molecular de 22 kDa, apresentou
atividade especifica maxima entre 5,5 e 6,0 (VAN GOOL et al., 2013).

Xilanases da familia GH11 apresentam grande similaridade estrutural, porém,
os valores de pH 6étimo podem ser extremamente variaveis (entre 2,0 e 11,0). Estas
enzimas possuem dois residuos de glutamato altamente conservados que s&o
cataliticamente ativos. Um deles atua como um nucledfilo e o outro como catalisador
acido/base, de modo que os valores de pH 6timo apresentam correlagdo com o
residuo adjacente ao catalisador acido/base. Nas xilanases com pH 6timo acima de
5,0, este residuo € a asparagina e nas xilanases com pH 6timo abaixo de 5,0, este
residuo é o acido aspartico (JOSHI et al., 2000; LI; WANG, 2011).

Sapag e colaboradores (2002) determinaram a posicao do residuo adjacente
ao catalisador &cido/base através do alinhamento de diversas sequéncias de
xilanases de microrganismos. A andlise da sequéncia obtida neste estudo revela que
nesta posicdo, ha a presenca de um residuo de asparagina, de modo que seria

esperado um pH 6timo acima de 5,0, o que foi observado.

4.9.4. Determinacédo da temperatura 6tima

Assim como para a determinacdo do pH 6timo, este ensaio também foi
conduzido com a enzima recombinante com e sem a cauda de histidina. Novamente,
0 comportamento da enzima em ambas as condi¢des foi similar, porém, a enzima sem
a cauda de histidina apresentou atividade especifica inferior a da enzima com His-tag
(figura 22). Nas duas situagdes, a enzima apresentou atividade especifica maior na

temperatura de 55 °C (101,7 umol min't mg* para a enzima contendo a cauda e 80,5

umol mint mg?! para a enzima sem a his-tag).
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Figura 22. Efeito da temperatura na atividade xilanolitica em tampao MES, pH 6,0.
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Fonte: autoria propria.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com o de Van Gool e
colaboradores (2013), que encontraram valores de temperaturas 6timas entre 50 a 60
°C para duas xilanases nativas de M. thermophila. Xilanases recombinantes desse
mesmo fungo expressas em Pichia pastoris, apresentaram valores de temperatura
Otima de 60 °C (BASIT et al., 2018).

Os resultados demonstram que a His-tag ndo causa interferéncia significativa,
e que ainda, houve elevacdo da atividade especifica da enzima contendo a cauda.
Além disso, a remocéo da cauda requer a incubagédo da enzima alvo com proteases
por longos periodos, o que pode ser prejudicial, bem como uma etapa adicional de
purificacdo (JENNY; MANN; LUNDBLAD, 2003). Assim, os demais experimentos

foram conduzidos com a enzima contendo a His-tag.
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4.9.5. Estabilidade em relagdo ao pH

A enzima recombinante apresentou estabilidade em um amplo espectro de pH,
mantendo atividade residual superior a 70 % entre valores de pH 4,5 a 10,0. A
atividade residual maxima de r-ec-XylMh foi encontrada com a enzima incubada em

pH 6,0 (110 %), no qual a mesma apresenta maior atividade (figura 23).

Figura 23. Efeito do pH na estabilidade de r-ec-XylMh com cauda de histidina apds 24 h de incubacao
a 4 °C. O controle (100 %) foi incubado com agua ultrapura.
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Fonte: autoria propria.

A ampla estabilidade em relacdo ao pH parece ser uma caracteristica
recorrente entre xilanases. Uma xilanase de Aspergillus niger apresentou
comportamento bastante similar ao apresentado pela enzima recombinante deste
estudo, com baixa atividade residual (inferior a 20 %) quando incubada em valores de
pH mais acidos (entre 3,0 e 4,0), e maior atividade quando incubada em valores de
pH entre 5,0 e 10,0 (KRISANA et al., 2005). Li e colaboradores (2006) relataram que
uma xilanase de Paecilomyces thermophila apresentou atividade residual proxima a

100 % quando incubada em valores de pH variando entre 6,0 e 10,0.
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4.9.6. Estabilidade térmica

Apesar da temperatura 6tima da xilanase recombinante ser 55 °C, a enzima
nao se mostrou estavel nesta temperatura na auséncia do substrato. A xilanase
manteve 72 % da atividade quando exposta a 40 °C por 30 minutos, e cerca de 50 %
de atividade residual quando exposta a mesma temperatura por 60 minutos. Em
temperaturas superiores a 40 °C, r-ec-XylMh apresentou baixa termoestabilidade

(figura 24).

Figura 24. Efeito da temperatura na estabilidade de r-ec-XylMh com His-tag. Os ensaios enzimaticos
foram conduzidos nas condi¢des 6timas de temperatura e pH.
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Fonte: autoria propria.

Rigoldi et al (2018) e Gomes e colaboradores (2007) ressaltam que o0s
mecanismos moleculares envolvidos com a termoestabilidade de proteinas nédo estao
completamente elucidados, porém, algumas caracteristicas parecem estar presentes
mais frequentemente em proteinas termoestaveis, tais como o “efeito hidrofébico”,
ligacdes dissulfeto e glicosilacdo. Em relacdo as ligacdes dissulfeto, as mesmas nao

parecem exercer importante papel na termoestabilizacdo de xilanases da familia
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GH11, uma vez que residuos de cisteina ndo sdo comuns nas sequéncias destas
proteinas (SAPAG et al., 2002).

Quanto a glicosilacdo, a andlise da sequéncia da xilanase recombinante obtida
neste trabalho, feita na pagina http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ da Technical
University of Denmark, revela um possivel sitio de N glicosilacéo (Asn-86), de maneira
que € possivel deduzir de que se trata de uma glicoproteina. Um segundo sitio
potencial de N glicosilacdo provavelmente ndo ocorre devido a existéncia de um
residuo de prolina apdés o de asparagina (Anexo 1). A baixa termoestabilidade
observada pode ser decorrente do fato do sistema de expressao procarioto nao
realizar esta modificacdo pos-traducional. Ao expressar uma celulase de M.
heterothallica em E. coli e P. pastoris, Bezerra-Bussoli (2016) relatou a ocorréncia de
glicosilagédo e maior termoestabilidade na proteina expressa no sistema eucarioto.

Xilanases termoestaveis, porém, ja foram expressas com sucesso em E. coli.
Um exemplo é a xilanase do fungo Paecilomyces thermophila, a qual exibiu 60 % de
atividade residual apds exposi¢cao a 85 °C por 30 minutos (ZHANG et al., 2010).

O ensaio de termoestabilidade também foi realizado na presenca de glicerol a
50 %, uma vez que este polialcool, considerado um osmodlito estabilizador, pode
promover um efeito protetor em enzimas, conferindo a elas, maior termoestabilidade.
Isto se deve ao fato do glicerol formar ligacées de hidrogénio que contribuem para a
manutencdo da conformacéo nativa da proteina. Outra hipotese para a estabilizacao
estrutural, é a formacdo de uma camada viscosa ao redor da proteina, que reduz sua
mobilidade, chamada em inglés de “mechanical entrapment” (PAUL; PAUL, 2015). O
efeito estabilizador deste aditivo, porém, néo € valido para todas as enzimas, uma vez
gue depende do carater hidrofilico/hidrofobico das mesmas (GEORGE; AHMAD; RAO,

2001).
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Na presenca de glicerol a 50 %, a termoestabilidade da xilanase recombinante
foi significativamente superior (figura 25). Quando incubada a 50 °C por uma hora, a
enzima manteve sua atividade residual préxima a 80 %. A 65 e 70 °C, a atividade
residual mantida foi de aproximadamente 50 e 30 %, respectivamente, quando

incubada pelo mesmo periodo.

Figura 25. Efeito da temperatura na estabilidade da xilanase recombinante com His-tag em presenca
de glicerol 50 %. Os ensaios enzimaticos foram conduzidos nas condi¢des 6timas de temperatura e
pH.

120- € 10 min
< 30 min
100+ -4 60 min

80+
60+

40

Atividade residual (%)

20+

0 T T T T T T T T T T 1
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Temperatura (°C)

Fonte: autoria propria.

Uma xilanase de Thermomyces lanuginosus também apresentou melhora
significativa em relacdo a termoestabilidade na presenca de glicerol a 20 %. Quando
exposta a 70 °C por 30 minutos, a atividade residual da enzima na auséncia de glicerol
foi proxima a 15 %, na presenca de glicerol, porém, a atividade residual, quando
sujeita as mesmas condicdes, foi de cerca de 80 % (CESAR; MRSA, 1996). Efeito
similar foi relatado por Shah e Madamwar (2005) ao caracterizarem uma xilanase de

Aspergillus foetidus.
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4.9.7. Efeito de ions
Cinco dos 12 ions testados induziram decréscimo da atividade da xilanase
recombinante na concentragdo de 1 mmol L e dez na concentragéo de 10 mmol L

(tabela 3), ndo sendo observada nenhuma elevacéo significativa.

Tabela 3. Efeito de ions clorados na concentracdo de 1 e 10 mmol L1 sobre a atividade xilanolitica da
enzima r-ec-XylMh. Sado mostrados os valores médios de triplicatas e o desvio padrao. Os asteriscos
representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t de Student.

1 mmol L* 10 mmol L?
Atividade Residual (%) + DP Atividade Residual (%) + DP
AICl; 88,05* 0,56 59,36* 2,28
CacCl; 82,55* 3,26 80,58* 2,01
CoCl; 88,59* 1,70 85,63* 0,94
CuCl; 100,27 1,93 84,61* 2,94
FeCls 97,05 4,93 67,10* 2,46
HgCl, 101,61 1,13 93,15* 2,08
KCI 94,50 2,46 99,46 0,75
LiCl 96,38 3,60 91,14* 1,51
MgCl, 95,84 1,32 93,02 4,17
MnCl, 91,95* 2,02 83,44* 2,48
NiCl, 96,65 0,56 80,40* 1,13
ZnCl; 89,53* 1,87 61,33* 1,51
Controle 100,00 2,69 100,00 2,69

Fonte: autoria propria.

Os efeitos mais notaveis foram encontrados quando realizada a adicédo de Al®*,
Zn?* e Fe®* na concentracdo de 10 mmol L (nesses casos, a atividade residual da
enzima foi de 59, 61 e 67 %, respectivamente). O efeito destes ions na diminuicao da
atividade enzimatica foi reportado para outras xilanases (SONG et al., 2013; ZHOU et

al., 2009). Nenhum ion, porém, anulou a acdo da enzima. Assim, é possivel inferir
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que a xilanase possui independéncia em relacdo a co-fatores e tolerancia a presenca

da maioria dos ions testados.

4.9.8. Efeito de reagentes e solventes

Assim como observado para ions, alguns reagentes e solventes podem
também afetar a acdo enzimatica. O efeito de ativacdo por componentes ndo
metélicos é um diferencial para aplicacdo de enzimas em bioprocessos que, muitas
vezes, sao realizados na presenca de varios aditivos ou compostos liberados apos

pré-tratamentos.

Tabela 4. Efeito de reagentes e solventes (concentragdo: 10 mmol L) sobre a atividade xilanolitica de
r-ec-XylMh. S&o mostrados os valores médios de triplicatas e o desvio padrdo. Os asteriscos
representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t de Student.

Atividade Residual (%) + DP
SDS 18,92* 0,08
Etanol 93,58 3,42
EDTA 87,31* 4,11
Acetona 96,89 1,64
Isopropanol 91,93* 1,44
Triton X-100 98,30 2,57
Glicerol 112,85* 2,25
Controle 100,00 2,19

Fonte: autoria propria.

Dentre os compostos analisados, porém, apenas o glicerol gerou um pequeno
aumento na atividade enzimética ainda que em baixa concentracdo, enquanto o SDS
(Dodecil Sulfato de Sodio) gerou uma drastica reducgdo, visto que em sua presenca, a

enzima manteve apenas 18 % da atividade residual (tabela 4).
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A diminuicdo da atividade enzimética devido ao SDS ja foi descrita para
diversas xilanases. Um exemplo € a xilanase de Trichoderma inhamatum, cuja
atividade residual ap6s exposicdo ao SDS a 2 mmol L™ foi de 12 %; na concentracdo
de 10 mmol L%, 0 SDS anulou por completo a acdo desta enzima (SILVA; TERRASAN;
CARMONA, 2015). Este efeito ocorre porque o SDS apresenta uma porcao
hidrofébica que se liga as proteinas, desestabilizando a sua estrutura tridimensional e
promovendo seu desenovelamento, enquanto a porgao hidrofilica tem carga negativa,
promovendo repulsdo eletrostatica entre as moléculas de SDS e, dessa forma, a
extenséo da cadeia desenovelada (VOET; VOET, 2006).

Os demais compostos testados promoveram ligeira diminuicdo na atividade
enzimatica. O efeito do EDTA na reducéo da atividade xilanolitica sugere que a enzima
em questao poderia ter como cofator algum cétion néo testado (SHAH; MADAMWAR,

2005).

4.9.9. Efeito de compostos fendlicos

Compostos fendlicos podem ser liberados durante o pré-tratamento da
biomassa lignocelulésica e podem inibir a hidrélise enzimatica e a fermentacéo.
Assim, o efeito destes compostos sobre a agcdo de glicosil hidrolases tem sido
extensivamente avaliado e documentado. Senior e colaboradores (1990) descreveram
a inibicAo de uma xilanase proveniente do fungo Trichoderma harzianum por
compostos liberados pela lignina. Ja Boukari e colaboradores (2011) estudaram os
mecanismos de inibicdo de compostos fendlicos sobre uma xilanase da familia GH11
de Thermobacillus xylanilyticus, concluindo que a mesma é decorrente de alteragfes

conformacionais na estrutura da enzima.
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Importante ressaltar, que o efeito destes compostos sobre a agao de xilanases
pode ser variavel e a presenca de produtos da degradacéo da lignina ndo pode ser
correlacionada de maneira simples sobre a acédo de todas as enzimas, uma vez que
0 aumento da atividade enzimatica, em alguns casos, também ja foi documentado
(KAYA et al., 2000).

Em relacdo a r-ec-XylMh, a maioria dos compostos avaliados promoveu um

aumento da atividade enzimatica apdés 10 minutos de incubacéo (tabela 5).

Tabela 5. Efeito de compostos fendlicos na concentragdo de 10 mmol L sobre a atividade xilanolitica
da enzima r-ec-XylMh com 10 minutos e 24 horas de incuba¢&o. Sao mostrados os valores médios de
triplicatas e o desvio padréo. Os asteriscos representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t
de Student.

10 minutos 24 horas

Atividade residual (%) +DP Atividade residual (%) +DP
Acido ferdlico 119,11 1,51 79,09 291
Acido galico 112,87 1,32 58,51* 1,53
Acido p- 111,81 2,12 86,99* 0,92
cumarico
Acido siringico 129,79 1,72 84,27 2,08
Acido vanilico 122,83* 1,86 95,47 1,65
Acido 4- 107,61* 0,66 97,18* 0,36
hidroxibenzdico
Siringaldeido 104,32* 0,19 97,79* 0,49
Vanilina 99,67 0,89 104,59* 2,14
Controle 100,00 0,23 100,00 0,28

Fonte: autoria propria.

A elevacdo dos niveis da atividade enzimatica, pode ser decorrente de
alteracdes conformacionais que tornariam a regido catalitica mais acessivel ao
substrato. Ap6s 24 horas de incubagdo, porém, nota-se que alguns compostos

promoveram queda expressiva na atividade xilanolitica. Foi o caso do acido ferdlico e
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do acido galico, para os quais a atividade residual obtida foi de 79 e 58 %,
respectivamente. O acido tanico foi testado, porém a cor inerente ao composto
dificultou a realizagdo de um ensaio confiavel, por isso néo foi incluido na tabela 5.
Os resultados obtidos permitem concluir que a xilanase recombinante é
resistente a maioria dos compostos fendlicos testados, apresentando, portanto grande

potencial para aplicagéo industrial.

4.9.10. Analise das condi¢cdes de armazenamento

A melhor condi¢do para o armazenamento da xilanase foi a -80 °C, na presenca
de glicerol 50 %, na qual a atividade residual da enzima foi de 103 % (figura 26).
Figura 26. Atividade enzimatica residual apds 24 horas de armazenamento em diferentes temperaturas

na presenca e auséncia de glicerol a 50 %. Sao mostrados os valores médios de triplicatas e o desvio
padréo.
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Fonte: autoria propria.

A adicdo do glicerol a 50 % promoveu maior atividade em todas as
temperaturas de estocagem avaliadas de forma significativa (p<0,05). Os resultados

obtidos para o armazenamento nesta condi¢cao nas temperaturas de -20 °C e 4 °C foi
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idéntico (86 %); a -196 °C, a atividade residual obtida foi de 91 % e a 25 °C, 97 %.
Estes resultados confirmam que, conforme discutido anteriormente (item 4.9.6), o

glicerol promove um efeito protetor sobre a enzima.

4.9.11. Especificidade em relag&o ao substrato

A xilanase recombinante apresentou atividade especifica de 101,65 pmol min-t
mg* quando incubada com o substrato xilana beechwood e 38,31 umol mint mg*
guando incubada com xilana oat spelt. A enzima ndo apresentou atividade sobre os
substratos pNPA, pNPX, CMC e Avicel (tabela 6). Este resultado corrobora com o
esperado, visto que a enzima expressa neste trabalho pertence a familia GH11, a qual
reune as chamadas xilanases “verdadeiras”, altamente especificas em relagdo ao

substrato.

Tabela 6. Atividade especifica da xilanase recombinante em diferentes substratos.

Substrato Atividade especifica (U mg?) + DP
Avicel 0 0
CMC 0 0
pNPA 0 0
pNPX 0 0
Xilana beechwood 101,65 2,23
Xilana oat spelt 38,31 5,25

Fonte: autoria propria.

A composicdo de ambas as xilanas difere na propor¢do de xiloses: a
beechwood, para a qual mostrou maior atividade, possui mais de 90 % de residuos
de xilose, e a oat spelt tem cerca de 70 % de xilose, 10 % de arabinose e 15 % de

glicose, segundo informacgdes do fabricante (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
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Do ponto de vista industrial, esta caracteristica € muito interessante, pois
algumas aplicacBes requerem xilanases que ndo apresentem atividade celulolitica,

tais como o branqueamento da polpa de papel.

4.9.12. Cinética enziméatica
No intervalo de concentracdo do substrato analisado a xilanase recombinante
apresentou comportamento compativel com o perfil de cinética de Michaelis-Menten,

como é possivel observar na figura 27.

Figura 27. Gréfico de Michaelis-Menten de r-ec-XylMh variando-se a concentracao de substrato entre
1 a 50 mg mL1. Ensaio realizado a 55 °C em pH 6,0.
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Fonte: autoria propria.

O valor de Km obtido foi de 13,4 mg mL* (+ 1,5) enquanto o valor de Vmax foi de
274,5 pmol mintmg? (£ 1,0). Em geral, valores de Km descritos para xilanases de
origem flngica variam entre 0,14 a 14 mg mL! (VERMA; ANAND;
SATYANARAYANA, 2013). Valores préoximos aos que foram encontrados neste
estudo foram descritos para uma xilanase de Aspergillus niger (13,67 mg mL™") e uma
xilanase de Streptomyces sp. (12,38 mg mL™"), ambas expressas em P. pastoris

(CUNHA et al., 2018; WU et al., 2017).
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Considerando-se que, simplificadamente, quanto menor o valor de Km, maior €
a afinidade pelo substrato, é possivel inferir que a xilanase recombinante expressa
neste trabalho apresenta baixa afinidade pelo substrato.

Em relagdo a Vmax, Carmona e colaboradores (2005) descrevem um valor muito
similar para uma xilanase de A. versicolor, a qual apresentou Vmax de 233,1 pmol min-
!mg?! com xilana birchwood como substrato, porém este parametro depende da
concentragdo da enzima Et1: Vmax = [ET]*kcat, Onde Kcat € 0 nUmero de transformagao,

sendo assim inadequado para comparagoes.

4.10. Analise da termoestabilidade da xilanase recombinante r-ec-XylMh
A temperatura 6tima da xilanase recombinante r-ec-XylMh no pH étimo,
calculada a partir do grafico de Arrhenius (figura 28), foi 55 °C, mesmo valor obtido

por ensaio enzimatico.
Figura 28. Gréfico de Arrhenius para o calculo da energia de ativacdo (Ea) e temperatura 6tima da
xilanase recombinante r-ec-XylMh.
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Fonte: autoria propria.
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Ja a energia de ativagdo (Ea) foi 29,71 kJ mol?, a qual pode ser considerada
baixa, sugerindo que ndo h4 uma barreira energética elevada para a ocorréncia da
catalise. Diversas xilanases de origem fdngica, tanto selvagens quanto
recombinantes, apresentam energia de ativacdo similar & encontrada, como as
obtidas de Thielaviopsis basicola, Trichoderma reesei e Chaetomium thermophilum,
cujos valores sdo 28,0, 32,1 e 33,0 kJ mol?, respectivamente (GOLUGURI et al., 2016;
GHAFFAR et al., 2011; COBOS, ESTRADA, 2003).

Os coeficientes de temperatura (Qio) estdo apresentados na tabela 7.
Geralmente, 0 Q10 de enzimas varia entre 1 a 2 de modo que os valores encontrados
para a xilanase recombinante expressa em E. coli podem ser considerados medianos

(SAQIB et al., 2010). O decréscimo dos valores de Qio0com 0 aumento da temperatura,

evidencia a desnaturacao e a perda da funcéo enzimética.

Tabela 7. Coeficientes de temperatura (Q1o0) da xilanase r-ec-XylMh estimados com base no gréfico de
Arrhenius.

Temperatura (°C) Temperatura (K) Qo
30 303,15 1,47
35 308,15 1,45
40 313,15 1,43
45 318,15 1,42

Fonte: autoria propria.

Os graficos utilizados para célculo das constantes kq € da energia de ativacédo
da desnaturacdo térmica (Eap)), sdo apresentados a seguir. Os parametros

termodinamicos encontram-se descritos na tabela 8.
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Figura 29. Grafico de primeira ordem do efeito da temperatura na atividade da xilanase recombinante.
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Fonte: autoria propria.

Figura 30. Grafico de primeira ordem para o calculo da energia de ativa¢do da desnaturacdo térmica
(Ea)) da xilanase recombinante r-ec-XylMh.
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Fonte: autoria propria.

Tabela 8. Parametros termodinamicos da inativacéo térmica irreversivel da xilanase recombinante r-
ec-XylMh.

Temperatura Kg Tp AHg AGy ASqy
(°C) (min) (kJ mol?) (kJ mol?) (J molt K1)
30 0,00042 1521 298,43 93,88 674,7
35 0,00058 1101 298,39 94,64 661,2
40 0,01036 61,67 298,35 88,71 669,4
45 0,08542 7,48 298,31 84,59 671,7

Fonte: autoria prépria.
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O valor da energia de ativacdo da desnaturacdo térmica (Eap), que
corresponde a quantidade minima de energia necessaria para desnaturacdo da
enzima, foi de 300,96 kJ mol™.

De maneira geral, os demais dados obtidos através da analise da desnaturacao
térmica irreversivel reforcam que a xilanase expressa em hospedeiro procarioto ndo
é termoestavel. Em relacdo a meia vida da enzima, aos 30 °C e 35 °C observa-se um
periodo relativamente elevado (1521 e 1101 minutos, respectivamente). Porém, nota-
se intensa reducao aos 40 °C e 45 °C, quando o tempo de meia vida observado foi de
61,67 e de 7,48 minutos.

Assim como observado para outras xilanases, o valor de AHq sofreu diminuicédo
com o aumento da temperatura (SAQIB et al., 2010; ZANONI, 2016). Esta variavel,
porém, ndo parece ser muito dependente da temperatura, pois seu valor sofre pouca
alteracéo.

Os valores de energia livre de Gibbs (AGd), por sua vez, embora inferiores aos
que foram relatados para xilanases termoestaveis, demonstram que a desnaturacao
térmica da enzima ndo ocorre espontaneamente (GOLUGURI et al., 2016). Com
excecdo do valor encontrado para 30 °C, a entropia de ativacdo da desnaturacao
térmica (ASp) teve aumento progressivo com o0 aumento da temperatura,
provavelmente devido ao rompimento de ligacbes ndo covalentes decorrentes da
desnaturacdo e aumento da desordem do sistema (DORAN, 2002).

A temperatura de fusdo obtida para a xilanase recombinante, que corresponde
a temperatura na qual a atividade enzimatica corresponde a 50 % da inicial, foi 42 °C

(figura 31).
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Figura 31. Temperatura de fuséo da xilanase r-ec-XylMh.
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Fonte: autoria propria.

5. CONCLUSOES

A técnica de RT-PCR permitiu o isolamento de uma sequéncia codificadora de
xilanase da familia GH11 do fungo Myceliophthora heterothallica. Entre as linhagens
bacterianas avaliadas, Origami 2(DE3) pLysS foi a mais adequada para a expressao
da xilanase recombinante e, embora a expressao heterdloga da proteina tenha
predominado na forma insoluvel, foi possivel obter a enzima em sua forma funcional
e realizar os ensaios de purificacdo e caracterizacédo bioquimica.

A xilanase apresentou caracteristicas interessantes do ponto de vista industrial,
porém, baixa termoestabilidade, corroborada pela andlise termodinamica, que pode
ser decorrente da auséncia de modificagbes pds-traducionais no sistema procarioto
de expressdo. Foi observado que o glicerol promove aumento significativo da

termoestabilidade da enzima.
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CAPITULO I

Expressédo heterdologa de xilanase de Myceliophthora

heterothallica em Pichia pastoris
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RESUMO

A sequéncia codificadora de xilanase de Myceliophthora heterothallica, previamente
identificada e expressa em Escherichia coli, foi ligada ao vetor de expressao pPICZaA,
o qual foi utilizado para transformacdo da levedura metilotréfica Pichia pastoris,
linhagem X33. Transformantes foram inoculados em meio YNB contendo o substrato
cromogénico xilana-RBB para avaliagdo da atividade xilanolitica e um deles foi
selecionado para expressao da enzima em meio BMMY. A producdo da enzima
recombinante atingiu 48,8 U mL* ap6s 120 horas de inducdo com metanol 0,5 %,
sendo a massa molecular da xilanase de aproximadamente 25 kDa. A purificacdo
ocorreu em uma Unica etapa cromatogréafica de filtracdo em gel (resina Superdex 75)
e a caracterizacdo bioquimica apontou temperatura e pH 6timos de 70 °C e 6,5,
respectivamente. A enzima apresentou estabilidade em amplo intervalo de pH e
manteve atividade apdOs incubacdo por uma hora e meia a 55 °C, apresentando
termoestabilidade superior a detectada para a enzima expressa em sistema
procarioto. A atividade especifica e afinidade pelo substrato também foram maiores

do que as observadas para a xilanase recombinante expressa em E. coli.

Palavras-chave: Myceliophtora heterothallica, Pichia pastoris, pPICZaA, xilanase

recombinante.

104



1. INTRODUCAO

Leveduras podem ser consideradas hospedeiros heterdlogos ideais para
expressdo de proteinas provenientes de organismos eucariotos, principalmente
devido a capacidade de realizagdo de modificacbes pds traducionais, como
glicosilacdo. A glicosilacdo é bastante frequente em proteinas de origem flngica,
afetando diversas caracteristicas das mesmas, como termoestabilidade, afinidade
pelo substrato, atividade especifica, dentre outras (CHANG et al., 2017).

Saccharomyces cerevisae e Pichia pastoris séo leveduras muito utilizadas para
expressao heterdloga de enzimas. Nos ultimos anos, porém, P. pastoris tem recebido
maior destaque, uma vez que diversos relatos de hiperglicosilacdo ou baixos indices
de secrecdo de proteinas recombinantes em S. cerevisae foram reportados
(BUCKHOLZ; GLEESON, 1991; JUTURU; WU, 2012). Conforme apresentado no
capitulo anterior, a expresséo da xilanase de Myceliophthora heterothallica foi obtida
com sucesso em Escherichia coli. Porém, apesar de apresentar algumas
carateristicas interessantes do ponto de vista industrial, a enzima ndo apresentou
termoestabilidade, o que pode comprometer sua aplicacdo em determinados
processos.

Uma vez que um provavel sitio de glicosilagéo foi identificado na enzima de
interesse, a expressao da mesma em P. pastoris poderia promover esta modificacao
e, consequentemente, a enzima poderia apresentar melhoria na termoestabilidade e
em outras caracteristicas. Assim, a mesma sequéncia expressa em E. coli foi ligada
ao vetor pPICZaA, o qual foi utilizado para transformacéao de P. pastoris. Os resultados

da expresséo heteréloga em sistema eucarioto sdo apresentados neste capitulo.
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2. OBJETIVOS
e Ligar o gene codificador da xilanase em vetor para expressao em P.
pastoris;
e Isolar transformantes produtores da enzima recombinante;
e Realizar a caracterizacdo bioquimica da enzima recombinante purificada,
incluindo a determinacdo do pH e temperatura 6timos, termoestabilidade,
estabilidade em relacdo ao pH, efeito de ions na atividade, dentre outros;

e Determinar parametros cinéticos e termodinamicos da xilanase.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens de microrganismos
A linhagem DH5a de E. coli (Invitrogen) foi utilizada para propagacédo de
plasmideos e a linhagem X33 de Pichia pastoris foi utilizada para a expressdo da

enzima recombinante.

3.2. Obtencao do plasmideo de expressao em Pichia pastoris

A ligacdo do gene de interesse ao plasmideo de expressdo em P. pastoris
(pPICZaA_XylMh) foi similar a ligacéo realizada para expressdo em E. coli. Assim, o
peptideo sinal nativo da enzima foi removido, tendo sido acrescidos uma cauda de
histidina e um sitio para TEV protease a porcao N-terminal da sequéncia codificadora
da enzima (figura 1). Para ligagao, o vetor pPICZaA foi previamente digerido com as
enzimas de restricdo EcoRI e Notl. Esta etapa foi realizada pela empresa Fastbio,

antes mencionada.
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Figura 1. Representacdo esquematica do inserto ligado ao vetor pPICZaA.

Sitio de restricdo His-tag Sitio de reconhecimento | Sequéncia codificadora da | Cddon de parada | Sitio de restrigdo
para EcoRl para TEVprotease | xilanase sem peptideo sinal para Not!

Fonte: autoria prépria.

3.3. Transformacéo de Pichia pastoris com o plasmideo pPICZaA_XylMh

A transformacao de P. pastoris foi realizada por meio do método quimico, com
uso de acetato de litio. Uma aliquota de 50 pL de células competentes da levedura,
suspensas em solucdo de acetato de litio (100 mmol L), foi utilizada para a
transformacdo, tendo sido submetida a uma centrifugacdo e remocdo do
sobrenadante. Ao pellet foram adicionados 0s seguintes componentes, na ordem
apresentada:

. 240 uL de polietilenoglicol (PEG) 50 %;

. 36 uL de acetato de litio 1 mol L;

. 25 pL de DNA de esperma de salméo (2 mg mL™?), o qual foi previamente

fervido durante 5 minutos;

o 5 pug do plasmideo pPICZaA_XylMh, previamente linearizado com a

enzima Sacl.

Seguiu-se incubacao por 30 minutos a 30 °C e 25 minutos a 42 °C. O tubo foi
entdo centrifugado e a solucdo de transformacéao foi removida com auxilio de pipeta.
As células foram ressuspendidas em 1 mL de meio YPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose) e mantidas a 30 °C com 240 rpm de agitacéo por 1 e 4 horas. Apés estes
periodos, as células foram plagueadas em meio YPD contendo 100 pg mL™? do

antibiético zeocina.
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3.4. Confirmagéo da transformacéao de P. pastoris

A confirmacéo da transformacéo de P. pastoris ocorreu por meio de PCR de
colénia, a qual foi realizada utilizando-se primers especificos para o promotor AOX1
(5 AOX1 - GACTGGTTCCAATTGACAAGC e 3 AOX1 -
GCAAATGGCATTCTGACATCC), presente no vetor de expressao.

Para isso, algumas colbnias que cresceram no meio YPD acrescido de zeocina
foram selecionadas, e tiveram células coletadas e diluidas em 8 pL de agua estéril, as
quais foram posteriormente submetidas a tratamento térmico em micro-ondas durante
4 minutos. Posteriormente, 5 puL desta diluicdo foram utilizados como molde para a
reacdo de PCR, conduzida com os primers anteriormente citados (0,4 umol L cada),
acrescidos de 1X tampéo de reagéo, 0,2 mmol L't de dNTP, 1,5 mmol L* de MgClz, e
1 unidade de Dream Taq DNA Polimerase (Thermo Scientific).

As condic¢des utilizadas foram 95 °C por 2 minutos, seguidos por 35 ciclos de
95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos. A extensao
final foi realizada a 72 °C durante 5 minutos. Os produtos de amplificacdo foram

visualizados em gel de agarose 1 %.

3.5. Analise de transformantes

Transformantes foram avaliados quanto a expressao da xilanase recombinante
por meio da visualizacdo de halos de hidrélise em meio YNB sélido acrescido do
substrato cromogénico xilana-RBB (Remazol Brilliant Blue-Xylan). Colénias positivas
para a reacao de PCR foram inoculadas no meio contendo o substrato xilana-RBB e
cultivadas a 28 °C durante 72 horas, tendo sido induzidas com metanol 0,5 %, o qual

foi acrescido a cada 24 horas. Duas coldnias de P. pastoris ndo transformadas com o
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plasmideo pPICZaA_XylMh também foram inoculadas para serem utilizadas como

controle.

3.6. Expresséo da xilanase recombinante em meio liquido

Para expresséo da xilanase, uma col6nia transformante foi inoculada em 25 mL
de meio BMGY (extrato de levedura 1 %, peptona 2 %, tampao fosfato pH 6,0 100
mM, YNB 1,34 %, biotina 4x10-° % e glicerol 1 %) e cultivada a 28 °C com 240 rpm de
agitacao até atingir densidade 6ptica acima de 2,0. Uma vez atingida a OD necessaria,
o cultivo foi centrifugado a 1500 xg por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspendidas em 200 mL de meio BMMY, o qual
apresenta a mesma composi¢cao do meio BMGY, porém, com substituicdo do glicerol
1 % por metanol a 0,5 %. O cultivo foi realizado em erlenmeyer haletado de 2 L, a 28
°C com 240 rpm de agitacdo. A cada 24 horas, 1 mL de metanol foi adicionado,
visando-se promover a inducdo da expressao da xilanase recombinante, e 2 mL do
cultivo foram coletados para determinacdo da atividade enzimética e analise do perfil

proteico em gel SDS-PAGE.

3.7. Purificagdo da enzima recombinante

Para purificacdo, o sobrenadante do cultivo de P. pastoris, apds a inducao da
expressdo da enzima, foi previamente clarificado (centrifugacdo a 16.000 xg, 40
minutos, 4 °C), concentrado em coluna Vivaspin 6 (GE Healthcare) e submetido a
cromatografia de gel filtracho em resina Superdex 75 (10/300), previamente
equilibrada com tampéo fosfato (20 mmol L* fosfato, 150 mmol L NaCl). Apés a
cromatografia, a amostra foi analisada em SDS-PAGE e quantificada com uso do

reagente de Bradford (Sigma-Aldrich).
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3.8. Caracterizacdo bioguimica da enzima

A caracterizacdo bioquimica da enzima foi realizada através do método de
dosagem de acUcares redutores (MILLER, 1959), conforme descrito no capitulo
anterior (item 3.10). Importante ressaltar que né&o foi feita remo¢ao da cauda de
histidina, portanto, todos os ensaios foram conduzidos com a enzima contendo His-

tag.

3.9. Termodinadmica da desnaturacao térmica irreversivel
Esta analise foi conduzida conforme anteriormente descrito no item 3.11 do

capitulo anterior.

4. RESULTADOS

4.1. Obtencéo do vetor de expressao e transformacao

O mapa do vetor de expressao pPICZaA_XylMh esta apresentado na figura 2.
A digestao do vetor com as enzimas EcoRI e Notl comprova que a ligacéo do inserto
de interesse ao plasmideo foi realizada com sucesso, visto que ap6s a digestao,

observa-se a liberagdo do mesmo (Figura 3).
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Figura 2. Mapa do vetor de expresséo para P. pastoris (pPICZaA_XylMh).

pucC
Apall(z778)

Apall(623)

b4

HindIll (873)

Apall(3108) pPlI CZCIA_XY' Mh __afactor
Smal(2853) 4192 pb Aval(118s)
Aval(28s1) % Eco RI(1209)
Paaltabsd)
Aval(2841) |

™ XylMh

“Hin d111(1849)

Neol(2761)

Bam HI(2277) Not1(18s8)

Fonte: imagem cedida pela empresa Fastbio.

Figura 3. Eletroforese demonstrando a digestdo do vetor pPICZaA_XylMh com as enzimas EcoRI e
Notl.
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Fonte: imagem cedida pela empresa Fastbio.

Apés a transformacdo, observou-se o crescimento de cerca de quarenta
colénias de P. pastoris nas placas contendo o antibiético de selecéo (figura 4). Destas,
dez foram selecionadas para realizacdo da reacdo de PCR, visando-se confirmar a

transformacéo.
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Figura 4. Col6nias de P. pastoris em meio seletivo apds transformagédo pelo método quimico.

Fonte: autoria prépria.

Conforme esperado, a reacao de PCR gerou dois produtos de amplificacéo,
demonstrados na figura 5. Um deles, com 2,2 kb, corresponde ao gene AOX1 nativo
de P. pastoris, o segundo, com cerca de 1,2 kb, corresponde a amplificacao do inserto
de interesse (656 pb referentes ao inserto, acrescido de 588 pb referente as por¢des

que flanqueiam o mesmo).

Figura 5. Produtos de amplificagéo obtidos apds PCR de colénia com os iniciadores AOX1 5’ e 3'. MM:
marcador molecular Gene Ruler 1kb DNA ladder, Thermo Scientific. 1 a 10: colénias selecionadas.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2000 pb —»
1000 pb —»

Fonte: autoria propria.
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4.2. Analise de transformantes

Foram observados halos de hidrdlise ao redor de todos os clones inoculados
no meio YNB contendo o substrato xilana-RBB (figura 6). Porém, o halo presente ao
redor da col6nia 2 foi maior que os gerados pelas demais coldnias, de modo que este
transformante foi selecionado para expressao da xilanase em meio liquido. Halos de
hidrélise ndo foram observados ao redor das col6nias ndo transformadas com o vetor

pPICZaA_XyIMh.

Figura 6. A) coldnias inoculadas em meio YNB contendo xilana - RBB. 1 a 9: Transformantes. C:
Controles (colénias ndo transformadas). B) Halos de hidrélise.

A) B)

Fonte: autoria propria.

4.3. Expressao da xilanase recombinante e purificagcdo da enzima

A expressao da xilanase recombinante apresentou aumento progressivo ao
longo do tempo, com pico de producédo apoés 120 horas de inducdo, quando a atividade
enzimatica atingiu 48,8 U mL* (figura 7). Uma col6nia de P. pastoris ndo transformada
com o vetor pPICZaA_XylMh também foi cultivada, sob as mesmas condi¢bes, como

controle. Para esta coldnia, nao foi detectada atividade xilanolitica.
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Figura 7. Producéo da xilanase recombinante (U mL1) por P.pastoris cultivada em meio BMMY em
diferentes periodos ap6s a inducéo (0 a 120 horas).
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—

0 24 48 72 96 1éO
Tempo de inducéo (horas)

o

Fonte: autoria propria.

A producdo de xilanase obtida neste estudo foi maior que a reportada por
Gaffney e colaboradores (2009) que, ao promoverem a expressao heteréloga de uma
xilanase de Thermomyces lanuginosus em P. pastoris, obtiveram maxima atividade
ap6s 120 horas de inducdo, com producéo de 26,8 U mL™1. Outros estudos, porém,
relatam maior producdo enzimatica, como a obtida para a xilanase de Streptomyces
sp., que atingiu pico de 1374 U/mL, quando expressa em P. pastoris (XU et al., 2016).
Importante ressaltar que neste caso, porém, a fermentacdo foi conduzida em maior
escala.

A anélise em SDS-PAGE do sobrenadante do cultivo confirmou a producéo da
enzima r-pp-XylMh, uma vez que foi possivel observar a presenca de uma proteina
cujo nivel de expressdo aumentou ao longo do periodo de indugéo (figura 8). Além
disso, o peso molecular desta proteina foi correspondente ao esperado

(aproximadamente 25 kDa).
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Figura 8. Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) do sobrenadante do cultivo de P. pastoris em meio
BMMY para mostrar a expressao da proteina recombinante apds diferentes periodos de inducéo (0 a
120 horas). MM: marcador molecular Broad Range, Bio-Rad.

MM  Oh 24h 48h 72h 96h 120h

31kDa —

17 kDa —-l

E %ﬁ%ﬁ» 25

Fonte: autoria propria.

Os resultados obtidos permitem concluir que a producdo da xilanase
recombinante de maneira solivel, em P. pastoris € mais vantajosa, uma vez que
producdo da enzima em relagéo a bactéria E. coli, foi maior (em sistema procarioto, a
producdo enzimatica atingiu 14,8 U mL1). A levedura também apresentou como
vantagem a producao extracelular da proteina, ao passo que em E. coli, a producéo
foi intracelular, demandando uma etapa adicional de rompimento de células.

Em relacdo a purificacdo da enzima, inicialmente a amostra foi submetida a
cromatografia de afinidade, porém, a proteina r-pp-XylMh ndo se ligou a resina de
niquel.

Desta maneira, foi necessaria a utilizacdo de outro método de purificacdo, por
meio de filtracdo em gel, a qual foi realizada com sucesso (figuras 9 e 10). O
rendimento e o grau de purificagdo obtidos foram 21,24 % e 3,14 vezes,

respectivamente (tabela 1).
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Tabela 1. Tabela de purificagéo da xilanase recombinante expressa em P. pastoris.

Proteina Atividade Atividade Rendimento  Purificacéo
total total especifica (%)
(mg) (V) (Umg™)
Extrato 7,4 731,84 98,89 100 % 1,0
Gel filtracédo 0,5 155,45 310,9 21,24 % 3,14

Fonte: autoria prépria.

Figura 9. Perfil de eluicdo da amostra em cromatografia de gel filtracédo (resina Superdex 75).
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Fonte: autoria propria.

Figura 10. 1: Xilanase recombinante r-pp-XylMh apos filtracdo em gel em resina Superdex 75. MM:
marcador molecular Broad Range, Bio-Rad.
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Fonte: autoria propria.

Assim como descrito neste trabalho, uma xilanase recombinante de
Thermomyces lanuginosus expressa em P. pastoris também foi purificada em uma
Unica etapa cromatografica de filtracdo em gel, com uso da resina Superdex 75
(DAMASO et al., 2003). Os autores, porém, ndo citam o rendimento e a purificacao
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obtidos, impossibilitando compara¢des. Ja Zheng e colaboradores (2013) relatam a
purificacdo de uma xilanase recombinante de Aspergillus niger também expressa em

P. pastoris, com uso de uma etapa de filtracdo em gel, tendo obtido um rendimento

de 32 %.

4.4. Caracterizagdo bioquimica da enzima recombinante

4.4.1. Determinacao do tempo de incubacao

Assim como observado para a xilanase expressa em E. coli, o tempo de
incubacdo ideal para a reacdo enzimatica foi 5 minutos (figura 11), tendo sido

observada reducédo da velocidade da reacdo acima desse tempo.

Figura 11. Determinacao do periodo de incubacéo ideal para célculo da velocidade inicial de
reacdo da xilanase recombinante expressa em P. pastoris.

0 5 10 15
Tempo de incubagao (min)

Fonte: autoria propria.

4.4.2. Determinacao do pH 6timo e estabilidade em relagcéo ao pH
O efeito do pH na atividade enzimatica encontra-se apresentado na figura 12.
O maior valor de atividade especifica foi observado em pH 6,5 (570,7 umol min't mg-

1). Em valores de pH acima de 7,0, nota-se reducdo da acdo enzimatica, com queda
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pronunciada em pH 9,5 e 10,0. Baixos indices de atividade também foram observados

em valores de pH mais &cidos (entre 3,0 e 4,0).

Figura 12. Efeito do pH na atividade xilanolitica da enzima r-pp-XylMh.
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Fonte: autoria propria.

Conforme anteriormente citado, o valor de pH 6timo das xilanases da familia
GH11 pode ser extremamente varidvel, porém, valores similares ao observado
encontram-se frequentemente relatados na literatura. Basit e colaboradores (2018),
por exemplo, reportaram a expressao heteréloga de duas xilanases da familia GH11
de M. thermophila em P. pastoris e encontraram valores de pH 6timo 6,0, e 7,0 para
as enzimas. As duas xilanases de M. thermophila também tiveram comportamento
equivalente ao da enzima recombinante de M. heterothallica em outras faixas de pH,
com baixa atividade em valores mais acidos e basicos. Outro exemplo é a xilanase de
Chaetomium thermophilum, também expressa em P. pastoris, a qual apresentou pH
6timo 6,5 (GHAFFAR et al., 2011).

Cabe destacar que o pH 6timo da enzima r-pp-XylMh é préximo ao observado
para a enzima expressa em sistema procarioto (cujo valor é 6,0). Portanto, o tipo de
hospedeiro heterdlogo utilizado parece ndo afetar significativamente este parametro.
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Condicao similar foi relatada para uma xilanase de Paecilomyces thermophila, a qual
apresentou o mesmo valor de pH 6timo quando expressa em E. coli e P. pastoris (FAN
et al., 2012; ZHANG et al., 2010).

Quanto a estabilidade da enzima frente ao pH, a xilanase apresentou-se estavel
em amplo intervalo, assim como quando expressa em E. coli, com atividade residual
superior a 90 % entre valores de pH 5,0 a 10,0. A estabilidade também foi elevada
entre pH 4,0 e 4,5, nos quais a atividade residual permaneceu acima de 70 %.

Somente em pH 3,0 e 3,5 a enzima apresentou baixa estabilidade (figura 13).

Figura 13. Efeito do pH na estabilidade da xilanase recombinante ap6s 24 h de incubacédo a 4 °C. O
controle (100%) foi incubado com agua ultrapura.
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Fonte: autoria propria.

4.4.3. Determinacdo da temperatura 6tima e termoestabilidade

A enzima apresentou temperatura 6tima de 70 °C, na qual a atividade
especifica atingiu 602,4 pmol mint mg?! (figura 14). Este valor diferiu
significativamente em relacdo ao encontrado para a enzima expressa no hospedeiro
procarioto, que foi 55 °C. Variacdes nos valores de temperatura Otima para uma
mesma enzima, quando expressa em diferentes hospedeiros heterélogos, ja foram

relatadas. E o caso de uma celulase de M. heterothallica, cuja temperatura 6tima
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diferiu em 5 °C quando expressa em E. coli e P. pastoris e de uma xilanase de Bacillus
subtilis, cuja temperatura 6tima diferiu em 10 °C quando expressa nestes mesmos
hospedeiros (BEZERRA-BUSSOLI, 2016, FONSECA-MALDONADO et al., 2013).
Em relagdo ao valor encontrado, diversas xilanases de fungos termofilicos
expressas heterologamente em P. pastoris apresentaram resultados similares, como
as xilanases de Malbranchea cinnamomea e Thermomyces lanuginosus, cujas
temperaturas étimas observadas foram 70 °C e 75 °C, respectivamente (DAMASO et

al., 2003; BASOTRA et al., 2018).

Figura 14. Efeito da temperatura na atividade xilanolitica da enzima expressa em P. pastoris.
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Fonte: autoria propria.

A enzima expressa em sistema eucarioto também apresentou
termoestabilidade superior, mantendo-se estavel ap6s uma hora e meia de incubagéo
a 55 °C e retendo cerca de 50 % de atividade residual quando exposta a 60 °C pelo
mesmo periodo (figura 15).

Do ponto de vista industrial, a enzima expressa em P. pastoris pode ser
considerada mais promissora, visto que a termoestabilidade € uma caracteristica

bastante desejavel.

120



Figura 15. Efeito da temperatura na estabilidade da xilanase r-pp-XylMh.
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Fonte: autoria propria.

Conforme anteriormente citado, a enzima possivelmente encontra-se
glicosilada, apresentando enovelamento diferenciado em relacéo a xilanase expressa
em E. coli. A glicosilacdo é uma modificagdo pds-traducional que ocorre com
frequéncia e afeta diversas caracteristicas das proteinas, dentre as quais, a
termoestabilidade, possivelmente por proteger regides instaveis ou o sitio ativo das
enzimas. Diversos relatos na literatura apontam aumento da termostabilidade de
xilanases quando expressas em sua forma glicosilada, como uma xilanase da familia
GH10 de Aspergillus fumigatus e uma GH11 de Bacillus subtilis (CHANG et al., 2017,
FONSECA-MALDONADO et al., 2013).

Importante ressaltar que, ao estudarem o papel da glicosilagéo na xilanase de
B. subtilis, Fonseca-Maldonado e colaboradores (2013), reportaram que o fator mais
importante para o aumento da estabilidade néo foi 0 nimero de sitios de glicosilagédo

presentes na proteina, mas sim, a posicdo dos mesmos. Os autores apontam gue 0

aumento da termoestabilidade possivelmente ocorre devido a efeitos estéricos e que
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padroes de glicosilacdo mais dispersos favorecem a estabilizagdo das interacdes
proteina-glicano. J4 Jafari-Aghdam e colaboradores (2005), relatam que a eliminacéo
de uma N-glicosilacdo em uma glucoamilase de Aspergillus niger resultou na
exposicdo de residuos hidrofobicos da proteina, gerando a reducdo da

termoestabilidade e aumento da flexibilidade e agregacao enzimatica.

4.4.4. Efeito de ions

Conforme apresentado na tabela 2, dois ions geraram decréscimo da atividade
enzimatica na concentragdo de 1 mmol L! e seis na concentragédo de 10 mmol L%, Os
efeitos mais pronunciados foram notados na presenca dos ions Al¥*, Cu?* e Fe3* na
concentracdo de 10 mmol L, para os quais, a diminuicdo da atividade xilanolitica foi
previamente relatada (YANG et al., 2008; ZHOU et al., 2009).

Os ions Mg?*, Mn?* e Zn?* também geraram reducdo da atividade enzimatica
guando presentes na maior concentracao avaliada, embora em menor grau. Nenhum
ion, entretanto, anulou a atividade xilanolitica concluindo-se que, assim como a
enzima expressa em E. coli, a xilanase expressa em P. pastoris apresenta tolerancia

a maioria dos ions avaliados.
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Tabela 2. Efeito de ions clorados na concentracdo de 1 e 10 mmol L sobre a atividade da enzima
expressa em P. pastoris. S0 mostrados os valores médios de triplicatas e o desvio padrdo. Os
asteriscos representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t de Student.

1 mmol L? 10 mmol L?
Atividade Residual (%) +DP Atividade Residual (%) + DP
AICl3 94,17* 0,88 54,55* 2,11
CacCl, 96,47 2,61 99,43 2,51
CoCl 102,82 1,08 104,07 2,43
CuCl; 102,01 0,82 57,46* 1,28
FeCls 93,27* 1,91 47,14* 2,78
HgCl» 96,47 1,78 98,33 3,66
KCI 102,68 1,41 97,66 3,27
LiCl 96,18 2,24 96,95 1,31
MgCl> 102,30 1,17 74,72* 2,11
MnCl, 103,16 0,37 76,49* 2,45
NiCl, 103,97 1,92 102,54 2,36
ZnCl, 102,97 0,70 80,26* 0,29
Controle 100,00 2,15 100,00 2,15

Fonte: autoria propria.

Como observado para a enzima expressa no hospedeiro procarioto, a atividade
enzimatica ndo sofreu aumento na presenca dos ions testados. A independéncia em
relacdo a co-fatores ja foi reportada para outras xilanases recombinantes de fungos
termofilicos. Um exemplo € a xilanase da familia GH11 de Corynascus thermophilus,

também expressa em P. pastoris (YANG; ZHANG, 2017).

4.4.5. Efeito de reagentes e solventes

Entre os compostos testados, nenhum gerou aumento na acdo enzimatica,
porém, a reducéo da atividade residual foi observada para trés compostos: SDS (12,12
%), Triton X-100 (86,13 %) e etanol (94 %) (tabela 3). A intensa reducéo da atividade

enzimatica causada pelo SDS ja havia sido observada para a enzima expressa em E.
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coli e, conforme anteriormente discutido, provavelmente ocorre devido a interacéo do
SDS com as porgBes hidrofébicas da enzima e consequente alteracdo de sua
estrutura tridimensional.

O tensoativo Triton X-100 ndo afetou significativamente a agdo da enzima
guando expressa em E. coli, porém, teve efeito mais pronunciado sobre a acédo da
proteina expressa em P. pastoris, que apresentou atividade residual, na presenca
deste composto, de 86,13 %. H& evidéncias que sugerem que o0 enovelamento da
xilanase possa ter ocorrido de maneira distinta no hospedeiro eucarioto, assim, é
possivel inferir que por¢cbes da enzima, antes ndo expostas, possam agora estar
disponiveis para a interacdo com este reagente. O EDTA, diferentemente do

observado com a enzima expressa em E. coli, ndo afetou a atividade.

Tabela 3. Efeito de reagentes e solventes (concentragdo: 10 mmol L) sobre a atividade xilanolitica da
enzima recombinante expressa em P. pastoris. S80 mostrados os valores médios de triplicatas e o
desvio padrdo. Os asteriscos representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t de Student.

Atividade Residual (%) + DP
SDS 12,12* 1,88
Etanol 94,00* 0,37
EDTA 99,57 1,38
Acetona 99,15 2,54
Isopropanol 102,2 1,20
Triton X-100 86,13* 1,21
Glicerol 100,29 2,44
Controle 100,00 0,97

Fonte: autoria propria.

4.4.6. Efeito de compostos fendlicos
O efeito de compostos fendlicos na atividade xilanolitica est4 apresentado na
tabela 4. No menor periodo de incubacdo avaliado (10 minutos), apenas o

siringaldeido ndo afetou a atividade enzimética, tendo sido observada reducéo apenas
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em presenca do &cido galico (92,46 %). Todos os demais compostos analisados
promoveram aumento da atividade enzimética, com destaque para o acido ferulico
(140,12 %). Ja no maior periodo de incubacdo testado (24 horas), acido galico,
vanilina e siringaldeido ndo afetaram a a¢do da xilanase, enquanto todos os demais
compostos fendlicos geraram aumento da mesma. Os efeitos mais pronunciados
foram observados para o &cido siringico (133,48 %), acido ferulico (138,84 %) e &cido

vanilico (123,91 %).

Tabela 4. Efeito de compostos fendlicos na concentragdo de 10 mmol L sobre a atividade de r-pp-
XylMh com 10 minutos e 24 horas de incubac@o. Sdo mostrados os valores médios de triplicatas e o
desvio padrdo. Os asteriscos representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste t de Student.

10 minutos 24 horas
Atividade +DP Atividade +DP

residual (%) residual (%)
Acido p-cumarico 120,76* 2,91 121,18* 2,27
Acido siringico 120,25* 3,92 133,48* 2,02
Acido gélico 92,46* 2,66 102,46 0,30
Acido ferdlico 140,12* 2,59 138,84* 2,28
Acido 4-hidroxibenzéico 116,38* 1,07 115,18* 0,34
Vanilina 103,19* 0,92 98,63 1,77
Acido vanilico 128,03* 0,88 123,91* 2,32
Siringaldeido 101,27 2,03 100,00 2,08
Controle 100,00 0,93 100,00 2,18

Fonte: autoria propria.

Compostos fendlicos podem ter efeitos variaveis sobre xilanases, aumentando
sua atividade em determinadas condi¢des (KAYA et al., 2000). Assim como observado
neste estudo, 0 aumento da atividade enzimética em presenca de compostos fenolicos
foi relatado para uma xilanase de Aspergillus terreus (DE SOUZA MOREIRA et al.,
2013). Importante salientar que esta caracteristica torna a enzima muito promissora

para a aplicagdo na producéo de etanol de segunda geracao. Conforme citado no item
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anterior, as diferencas observadas em relacdo a enzima expressa em sistema

procarioto podem ser decorrentes do enovelamento diferenciado da proteina em P.

pastoris.

4.4.7. Analise das condi¢cdes de armazenamento

A enzima manteve maior atividade residual quando armazenada a 25 °C em
presenca de glicerol (99,29 %). O efeito benéfico do glicerol para o armazenamento
também foi observado para a temperatura de -20 °C, porém, nas demais
temperaturas testadas, 0 mesmo ndo promoveu aumento da acéo enzimética (figura
16). Entre as condi¢cdes avaliadas, —20 °C em auséncia de glicerol, € a menos
favoravel para o armazenamento da enzima, uma vez que a atividade residual

observada foi 83,58 %.

Figura 16. Atividade enzimatica residual apds 24 horas de armazenamento em diferentes temperaturas
na presenga e auséncia de glicerol a 50 %. Sdo mostrados os valores médios de triplicatas e o desvio

padrao.
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Fonte: autoria propria.

4.4.8. Especificidade em relagdo ao substrato
De maneira semelhante ao constatado para a enzima expressa em sistema
procarioto, a enzima apresentou atividade apenas para 0s substratos xilana
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beechwood (602,4 U mg 1) e xilana oat spelt (337,5 U mg 1), o que ratifica a sua
elevada especificidade (tabela 5). Observa-se que a atividade especifica da enzima
expressa em P. pastoris € 5,92 vezes mais elevada que a apresentada pela enzima
expressa em E. coli, considerando-se o substrato xilana beechwood e 8,81 vezes
maior, considerando-se o substrato xilana oat spelt.

Efeito semelhante foi relatado por Sriyapai e colaboradores (2011) ao
promoverem a expressdo heteréloga de uma xilanase de Actinomadura sp nos
mesmos hospedeiros utilizados neste estudo. A enzima expressa em sistema
eucarioto apresentou atividade especifica 2,4 vezes maior que a da enzima expressa
em E. coli, possivelmente devido ao enovelamento mais apropriado que o sistema

eucarioto promoveu a proteina recombinante.

Tabela 5. Atividade especifica da xilanase r-pp-XylMh em diferentes substratos.

Substrato Atividade especifica (U mg ?) +DP
Avicel 0 0
CMC 0 0
pNPA 0 0
pNPX 0 0
Xilana beechwood 602,35 9,60
Xilana oat spelt 337,53 15,95

Fonte: autoria propria.

4.4.9. Cinética enzimatica

O comportamento da enzima ndo sugere uma cinética como a proposta por
Michaelis e Menten no intervalo de concentracdo de substrato avaliado (1 a 50 mg
mL1) (figura 17). No ajuste a equacdo de Michaelis-Menten o valor de Km obtido foi

3,4 mg mL1(+0,47) e o valor de Vmax foi 677,4 umol mintmg (+ 21,66).
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Figura 17. Grafico de Michaelis-Menten da xilanase recombinante variando-se a concentracdo de
substrato entre 1 a 50 mg mL™.
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Fonte: autoria propria.

Em relacédo a enzima expressa em E. coli, o valor de Km aqui obtido é quase
quatro vezes menor, 0 que indica que a enzima expressa em sistema eucarioto
apresenta maior afinidade pelo substrato. Esses dados reforcam que P. pastoris € um
hospedeiro mais adequado para a expressao da xilanase de M. heterothallica.

Decidimos testar uma equacéo alternativa baseada na equacao anteriormente
citada, conhecida como equacdo de Hill (MARANGONI, 2003), para enzimas
alostéricas: Vo = (Vmax * [S]")/(Kos" + [S]"), onde “n” é a cooperatividade da ligacéo,
lembrando que se esse parametro for igual a um a ligacdo de substrato ndo é
cooperativa. O ajuste neste caso foi adequado conforme mostra a figura 18, estimando
uma cooperatividade de 2,0 + 0,2, Vmax de 597,1 £ 10,1 e Ko;5 (equivalente ao Km) de
3,0+0,2mg mL™2.

Esse comportamento nos fez aventar a possibilidade da enzima expressa em
P. pastoris formar oligbmeros (dimeros, por exemplo), porém uma estimativa de
massa molecular da enzima por filtracdo em gel em coluna de Superdex 75 mostrou
eluicdo compativel com uma estrutura monomerica. Serdo realizados experimentos

adicionais para elucidar esta questao.
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Figura 18. Grafico com o ajuste dos resultados experimentais a equacao de Hill.
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Fonte: autoria propria.

4.5. Andlise da termoestabilidade da xilanase recombinante r-pp-XylMh

A temperatura 6tima e a energia de ativacao (Ea) obtidas foram 69,94 °C e
39,66 kJ mol?, respectivamente (figura 19). A energia de ativacdo encontrada é,
portanto, superior a da enzima expressa em E. coli, cujo valor foi 29,71 kJ; assim, a
barreira energética para hidrélise do substrato é ligeiramente superior. A temperatura
otima reflete o ponto no qual ocorre o equilibrio entre o processo de aumento da
atividade catalitica devido ao aumento da temperatura e a queda de funcionalidade
devido & desnaturacdo térmica (MARANGONI, 2003). Em proteinas mais
termoestaveis a fase de decréscimo da atividade ocorre em temperaturas mais

elevadas.
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Figura 19. Grafico de Arrhenius para o calculo da energia de ativacdo (Ea) e temperatura 6tima da
xilanase recombinante r-pp-XylMh.
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Fonte: autoria propria.

Os coeficientes de temperatura estdo apresentados na tabela 6. Como é
possivel observar, os valores de Qio diminuem com o aumento da temperatura,
conforme esperado, porém sdo superiores na faixa de temperatura comparavel, aos
obtidos para a enzima expressa em E. coli, provavelmente refletindo a maior
estabilidade térmica, pois 0 Qio se refere a elevacdo da taxa de reacdo a cada 10

graus Celsius de aumento da temperatura.

Tabela 6. Coeficientes de temperatura (Q1o) da xilanase r-pp-XylMh estimados com base no Gréfico de
Arrhenius.

Temperatura (°C) Temperatura (K) Qo
40 313,15 1,62
50 323,15 1,57
60 333,15 1,53
70 343,15 1,49
80 353,15 1,46

Fonte: autoria propria.

Os graficos a seguir foram utilizados para calculo das constantes ka e da
energia de ativacdo da desnaturacdo térmica (Eap)). Os dados termodinamicos

encontram-se na tabela 7.
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Figura 20. Grafico de primeira ordem do efeito da temperatura na atividade da xilanase r-pp-XylMh.
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Fonte: autoria propria.

Figura 21. Grafico de primeira ordem para o calculo da energia de ativacdo da desnaturacdo térmica
(Ead) da xilanase r-pp-XylMh.

0
129 2,95 3 3,05 3,1 3,15
2
° _
3 y =-39,778x + 113,93
-4
g
e
-6
-7
-8
9
-10

1000/T

Fonte: autoria propria.

Tabela 7. Parametros termodindmicos da inativacao térmica irreversivel da xilanase r-pp-XylMh.

Temperatura Kqg T AHg AGy ASqy
(°C) (min) (kJ mol?) (kJ mol?) (J molt K1)
50 0,0001 6390 328,02 104,10 692,9
55 0,0004 1597 327,98 101,97 688,7
60 0,008 79,87 327,94 95,26 698,4
65 0,041 15,5 327,89 91,93 697,8
70 0,076 8,4 327,85 88,67 697,0

Fonte: autoria propria.
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Os parametros termodindmicos obtidos confirmam a maior estabilidade térmica
da enzima expressa em sistema eucarioto na comparagdo com a enzima expressa
em E. coli. A comecar pela energia de ativacdo da desnaturacéo térmica (Ea(mp)), cujo
valor obtido foi 330,71 kJ mol?, portanto, superior ao obtido para a enzima expressa
em E. coli (300,96 kJ mol?). Este dado mostra que é necessaria maior quantidade de
energia para a desnaturacdo da enzima expressa em P. pastoris, a qual apresenta,
portanto, maior resisténcia.

O tempo de meia vida a 60 °C, foi de 79,9 minutos, superior ao relatado para
uma xilanase do fungo termofilico Chaetomium thermophilum, que foi de 72 minutos
na mesma temperatura (GHAFFAR et al, 2011). A meia vida € um parametro muito
importante, uma vez que enzimas utilizadas em determinados processos industriais
nao s6 devem apresentar temperaturas 6timas elevadas, mas também devem resistir
a maiores temperaturas por maiores periodos.

Os demais parametros termodinamicos sofreram variacdes similares as
observadas para a enzima expressa em E. coli, observando-se pequeno decréscimo
na variagdo da entalpia (AHq4) e também tendéncia de diminuicdo da energia livre
(AGp) com o0 aumento da temperatura. Para comparacéao, o valor de AGd da enzima
expressa em E.coli a 30 °C estaria, na enzima expressa em Pichia, entre 60 e 65 °C,
ou seja, o dobro da temperatura, mostrando uma nitida diferenca de
termoestabilidade. Como ele depende das contribuigcbes da entalpia e da entropia, €
considerado o parametro mais fiel para avaliagdo da estabilidade (MARANGONI,
2003)

Para proteinas mais estaveis espera-se valores elevados da variacdo da

entalpia, por ela refletir o calor necesséario para promover o desenovelamento. No
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caso, os valores de AHd da r-ec-XylMh s&o menores aos da r-pp-XylMh, corroborando
a expectativa.

Em relagéo a entropia (ASp), o0 maior valor é observado aos 60 °C (698,4 J mol
1 K1), ocorrendo ligeira diminuicdo em temperaturas superiores. Os valores da
variacao entropica da enzima expressa em P. pastoris também sdo superiores aos
obtidos para aquela de E. coli. Cobos e Estrada (2003), ao estudarem a desnaturacéo
térmica de uma xilanase de Trichoderma reesei, encontraram valores de entropia
muito préximos aos observados neste estudo, com variacdes entre 628 a 634 J mol?
K entre as temperaturas de 55 a 70 °C.

A temperatura de fusdo obtida apdés 30 minutos de incubacédo foi 61 °C,
aproximadamente 20 °C superior & da xilanase expressa em E. coli, calculada nas

mesmas condicdes.

Figura 22. Temperatura de fuséo da xilanase r-pp-XylMh.
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Fonte: autoria propria.

Os ensaios para determinacdo dos parametros termodinadmicos, em conjunto
com o0s ensaios de termoestabilidade previamente demonstrados (item 4.4.3),
apontam que tanto a enzima expressa em E. coli quanto a enzima expressa em P.
pastoris ndo s&o estaveis em suas temperaturas 6timas na auséncia do substrato. E
provavel, portanto, que o substrato tenha um efeito estabilizador sobre as enzimas,
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como sugerido por Wang e colaboradores (2012), ao estudarem a estabilidade térmica

de uma xilanase GH11 de Thermomyces lanuginosus.

5. CONCLUSOES

A expresséao da xilanase foi bem sucedida em Pichia pastoris, linhagem X33,
com pico de producgédo de 48,8 U mL*. A enzima recombinante apresentou elevada
especificidade pelo substrato, elevada estabilidade em relagcéo ao pH e a temperatura,
tendo sido ainda observada resisténcia a diversos ions, reagentes, solventes e
compostos fendlicos.

A andlise termodindmica da enzima recombinante expressa no hospedeiro
eucarioto comprova que a mesma € bastante promissora para aplicacdo em

processos industriais.

134



REFERENCIAS

BASIT, A.; LIU, J.; MIAO, T.; ZHENG, F.; RAHIM, K.; LOU, H.; JIANG, W.
Characterization of two endo-p-1, 4-xylanases from Myceliophthora thermophila and
their saccharification efficiencies, synergistic with commercial cellulase. Frontiers in
Microbiology, v. 9, p. 233-243, 2018.

BASOTRA, N.; JOSHI, S.; SATYANARAYANA, T.; PATI, P. K.; TSANG, A;
CHADHA, B. S. Expression of catalytically efficient xylanases from thermophilic
fungus Malbranchea cinnamomea for synergistically enhancing hydrolysis of
lignocellulosics. International Journal of Biological Macromolecules, v. 108, p.
185-192, 2018.

BEZERRA-BUSSOLI, C. Expresséao heterdloga de celulases de Myceliophthora
heterothallica F.2.1.4 em Pichia pastoris e Escherichia coli, com a purificacéo e
caracterizacdo das enzimas produzidas. 2016. Tese (Doutorado em
Microbiologia). Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Sdo José do Rio Preto.

BUCKHOLZ, R. G.; GLEESON, M. A. Yeast systems for the commercial production
of heterologous proteins. Nature Biotechnology, v. 9, n. 11, p. 1067-1072, 1991.

CHANG, X.; XU, B.; BAI, Y.; LUO, H.; MA, R.; SHI, P.; YAO, B. Role of N-linked
glycosylation in the enzymatic properties of a thermglicoophilic GH10 xylanase from
Aspergillus fumigatus expressed in Pichia pastoris. PloS one, v. 12, n. 2, p.
e0171111, 2017. Disponivel em:
<https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0171111>. Acesso
em: 21 Ago. 2018.

COBOS, A.; ESTRADA, P. Effect of polyhydroxylic cosolvents on the thermostability
and activity of xylanase from Trichoderma reesei QM 9414. Enzyme and Microbial
Technology, v. 33, n. 6, p. 810-818, 2003.

DAMASO, M. C. T.; ALMEIDA, M. S.; KURTENBACH, E.; MARTINS, O. B,;
PEREIRA, N.; ANDRADE, C. M.; ALBANO, R. M. Optimized Expression of a
thermostable xylanase from Thermomyces lanuginosus in Pichia pastoris. Applied
and Environmental Microbiology, v. 69, n. 10, p. 6064-6072, 2003.

DE SOUZA MOREIRA, L. R.; DE CARVALHO CAMPOS, M.; DE SIQUEIRA, P. H. V.
M.; SILVA, L. P., RICART, C. A. O.; MARTINS, P. A.; QUEIROZ, R. M. L;
FERREIRA FILHO, E. X. Characterization and influence of phenolic compounds on
xylanase activity. Fungal Genetics and Biology, v. 60, p. 46-52, 2013.

135



FAN, G.; KATROLIA, P.; JIA, H.; YANG, S.; YAN, Q.; JIANG, Z. High-level
expression of a xylanase gene from the thermophilic fungus Paecilomyces
thermophila in Pichia pastoris. Biotechnology Letters, v. 34, n. 11, p. 2043-2048,
2012.

FONSECA-MALDONADO, R.; VIEIRA, D. S.; ALPONTI, J. S.; BONNEIL, E.;
THIBAULT, P.; WARD, R. J. Engineering the pattern of protein glycosylation
modulates the thermostability of a GH11 xylanase, Journal of Biological
Chemistry, p. jbc. M113. 485953, 2013. Disponivel em: <
http://www.jbc.org/content/early/2013/07/11/jbc.M113.485953.short>. Acesso em: 21
Ago. 2018.

GAFFNEY, M.; CARBERRY, S.; DOYLE, S.; MURPHY, R. Purification and
characterization of a xylanase from Thermomyces lanuginosus and its functional
expression by Pichia pastoris. Enzyme and Microbial Technology, v. 45, n. 5, p.
348-354, 2009.

GHAFFAR, A.; KHAN, S. A.; MUKHTAR, Z.; RAJOKA, M. |.; LATIF, F. Heterologous
expression of a gene for thermostable xylanase from Chaetomium thermophilum in
Pichia pastoris GS115. Molecular Biology Reports, v. 38, n. 5, p. 3227-3233,
2011.

JAFARI-AGHDAM, J.; KHAJEH, K.; RANJBAR, B.; NEMAT-GORGANI, M.
Deglycosylation of glucoamylase from Aspergillus niger: effects on structure, activity
and stability. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) Proteins and Proteomics, v.
1750, n. 1, p. 61-68, 2005.

JUTURU, V.; WU, J. C. Microbial xylanases: engineering, production and industrial
applications. Biotechnology Advances, v. 30, n. 6, p. 1219-1227, 2012.

KAYA, F.; HEITMANN, J. A.; JOYCE, T. W. Influence of lignin and its degradation
products on enzymatic hydrolysis of xylan. Journal of Biotechnology, v.80, p. 241-
247, 2000.

MARANGONI, A. G. Enzyme kinetics: a modern approach. Wiley-Interscience,
Hoboken NJ, 2003.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

SRIYAPAI, T.; SOMYOONSAP, P.; MATSUI, K.; KAWAI, F.; CHANSIRI, K. Cloning
of a thermostable xylanase from Actinomadura sp. S14 and its expression in

136



Escherichia coli and Pichia pastoris. Journal of Bioscience and Bioengineering, V.
111, n. 5, p. 528-536, 2011.

WANG, Y.; FU, Z.; HUANG, H.; ZHANG, H.; YAO, B.; XIONG, H.; TURUNEN, O.
Improved thermal performance of Thermomyces lanuginosus GH11 xylanase by
engineering of an N-terminal disulfide bridge. Bioresource Technology, n. 112, p.
275-279, 2012.

XU, Y.; WU, J.; ZHENG, K.; WU, D. A xylanase from Streptomyces sp. FAL:
heterologous expression, characterization, and its application in Chinese steamed
bread. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, v. 43, n. 5, p. 663-
670, 2016.

YANG, Y.; SHAN, K.; PING, L.; LU, J. Cloning, sequencing and expression of a novel
xylanase cDNA from a newly isolated Aspergillus awamori in Pichia pastoris. African
Journal of Biotechnology, v. 7, n. 23, p. 4251-4259, 2008.

YANG, Z.; ZHANG, Z. Codon-optimized expression and characterization of a pH
stable fungal xylanase in Pichia pastoris. Process Biochemistry, n. 53, p. 80-87,
2017.

ZHANG, M.; JIANG, Z.; YANG, S.; HUA, C.; LI, L. Cloning and expression of a
Paecilomyces thermophila xylanase gene in E. coli and characterization of the
recombinant xylanase. Bioresource Technology, v. 101, n. 2, p. 688-695, 2010.

ZHENG, J.; GUO, N.; WU, L.; TIAN, J.; ZHOU, H. Characterization and constitutive
expression of a novelendo-1,4-b-D-xylanohydrolase from Aspergillus niger in Pichia
pastoris. Biotechnology Letters, v. 35, n. 9, p. 1433-1440, 2013.

ZHOU, C.; WANG, Y.; WU, M.; WANG, W.. LI, D. Heterologous expression of
xylanase Il from Aspergillus usamii in Pichia pastoris. Food Technology and
Biotechnology, v. 47, n. 1, p. 90-95, 2009.

137



CAPITULO IV

Analise do transcriptoma de Myceliophthora heterothallica
F.2.1.4, via RNA-seq, para prospeccao de genes codificadores

de enzimas do complexo lignocelulolitico
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RESUMO

Amostras de RNA de Myceliophthora heterothallica, cultivado em meio indutor de
expressdo de enzimas degradadoras de biomassa, foram enviadas a empresa
Macrogen Inc. (Coréia do Sul) para sequenciamento. Inicialmente, foi realizada a
construcdo da biblioteca de cDNA utilizando-se o kit TruSeq stranded mRNA
(microbe), seguindo-se o sequenciamento, com uso da plataforma lllumina Hiseq
2000. A gualidade das sequéncias foi verificada com o programa FastQC e, apés
descarte de sequéncias de baixa qualidade, seguiu-se a montagem de novo dos
dados com o programa Trinity. Por fim, realizou-se a anotacdo funcional dos
transcritos. 369 ORFs de enzimas pertencentes a plataforma CAZy foram
identificadas, incluindo sequéncias codificadoras de celulases, xilanases,

arabinofuronosidases, xilosidases, entre outras.

Palavras-chave: Myceliophthra heterothallica, RNA-seq, transcriptoma, enzimas

CAZy.
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1. INTRODUCAO

A técnica de sequenciamento de RNA (RNA-seq) utiliza o sequenciamento de
MRNASs ou cDNAs com o0 objetivo de compreender o perfil do transcriptoma de uma
espécie, o qual corresponde ao conjunto completo de transcritos de uma célula em
um determinado momento e condicao fisiologica (NAGALAKSHMI et al., 2010; WANG
et al., 2009).

Considerando-se que a identificacdo de sequéncias codificadoras de enzimas e
gue a compreensédo da expressao génica em diferentes substratos podem contribuir
para o desenvolvimento de coquetéis enziméticos para biomassas caracteristicas,
inUmeros transcriptomas de fungos tém sido sequenciados (DELMAS, et al., 2012;
KOLBUSZ et al., 2014; PENG et al., 2017).

Na natureza, os fungos filamentosos sé&o os principais organismos que atuam
na decomposicdo do material lignocelulésico, constituindo-se na principal fonte de
enzimas comerciais para este fim (SANCHEZ, 2009). Misturas enziméaticas
disponiveis para a despolimerizagdo da biomassa vegetal, geralmente contém
dezenas de proteinas derivadas destes organismos, porém, pouco se conhece sobre
a maioria das enzimas existentes.

Celulases e hemicelulases sdo enzimas essenciais para a sacarificacdo da
biomassa e requerem a acdo de enzimas acessoOrias, as quais atuam como
facilitadoras, tornando-se importantes para a eficiéncia da reacéo de hidrélise. Dentre
as enzimas acessorias, destacam-se as galactanases, liases, pectinases e diversos
tipos de esterases, que atuam sobre as ligagdes quimicas entre a celulose e os demais
polimeros componentes da parede celular (pectina, lignina e hemicelulose) (VAN

DYK; PLETSCHKE, 2012).
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Muitas destas enzimas s&o produzidas em baixissimas concentragbes por
fungos e sdo excelentes candidatas a expressdo heteréloga, visando-se a
suplementacao de coquetéis enzimaticos, uma vez que o aumento da eficiéncia dos
mesmos pode consistir na reducdo dos niveis de enzimas ndo essenciais e no
aumento das propor¢des relativas das enzimas criticas (BANERJEE et al., 2010).
Desta forma, estudos que envolvam purificacdo, caracterizagdo ou expressao
heter6loga dessas enzimas podem contribuir significativamente para o
desenvolvimento de complexos enzimaticos mais eficientes com aplicacdo

biotecnolégica na sacarificacdo da biomassa vegetal.

2. OBJETIVO
Identificar sequéncias codificadoras de enzimas que atuam na sacarificagdo da
biomassa lignoceluldsica do fungo M. heterothallica F.2.1.4, por meio da andlise de

seu transcriptoma.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Extrac&do de RNA
A extragcdo de RNA, bem como a andlise da qualidade das amostras, foi

realizada conforme descrito no item 3.2 do Capitulo II.

3.2. Construcao da biblioteca e sequenciamento do transcriptoma
Para construcéo e sequenciamento de biblioteca transcriptémica, as amostras de
RNA foram enviadas para a empresa Macrogen Inc (Coréia de Sul), a qual inicialmente

realizou controle de qualidade das mesmas com uso do equipamento Bioanalyzer
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2100 (Agilent Technologies), aplicando o método RNA Integrity Number (RIN). Uma
das amostras foi selecionada para a constru¢cado da biblioteca com a metodologia
TruSeq stranded mMRNA (microbe) e posterior sequenciamento do transcriptoma com

uso da plataforma lllumina Hiseq 2000 (paired end 2X100 pb).

3.3. Analises de bioinformatica

O resultado do sequenciamento foi analisado para verificar a qualidade das
sequéncias com o programa FastQC (v. 0.10.0). Sequéncias com qualidade phred
inferior a 20 foram descartadas utilizando o programa Prinseq
(http://prinseq.sourceforge.net/). Posteriormente, as sequéncias “limpas” foram
submetidas para uma montagem de novo com o programa Trinity (HAAS et al., 2013),

utilizando K-mer de 25.

3.4. Anotagao funcional dos transcritos

Com os resultados dos transcritos montados foi realizado uma anotacao
funcional com o programa Trinotate (https://trinotate.github.io). Todas as regides
codificantes foram anotadas com os bancos PFAM (FINN et al., 2014), EggNog

(NIELSEN, 2017), SignalP (POWELL et al., 2014) e CAZy (LOMBARD et al., 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Controle de qualidade das amostras de RNA

O controle de qualidade realizado pela empresa Macrogen com o equipamento
2100 BioAnalyzer (Agilent) apontou um valor méaximo de RIN (10) para uma das
amostras de RNA enviada, a qual foi selecionada para o prosseguimento das analises.
O método RNA Integrity Number (RIN) estima a integridade do RNA e somente
amostras com valor de RIN préximo ou maior que 7,0 sdo selecionadas (figura 1).

Figura 1. Eletroferograma da amostra de RNA selecionada para constru¢do da biblioteca e
sequenciamento do transcriptoma.
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Fonte: imagem cedida pela empresa Macrogen.

4.2. Construcgao da biblioteca transcriptdmica

Os resultados de controle de qualidade da biblioteca construida pela Macrogen
demonstram que a concentragdo foi de 96,46 ng uLt, e o tamanho aproximado dos
fragmentos de 268 pb (figura 2). Os critérios para controle de qualidade s&o:
concentragdo superior a 15 ng pL?, e tamanho entre 200 a 400 pb. Desta forma,

conclui-se que a biblioteca apresentou boa qualidade e os tamanhos dos fragmentos
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estavam de acordo com o esperado. A biblioteca foi sequenciada em ambos o0s

sentidos (2x100 pb), em equipamento HiSeq 2000 lllumina.

Figura 2. Perfil Bioanalyzer para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos da biblioteca. Pela
posicéo dos picos pode-se inferir o tamanho de 268 pb.
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Fonte: imagem cedida pela empresa Macrogen.

4.3. Sequenciamento da biblioteca transcriptomica

O sequenciamento do transcriptoma de M. heterothallica F.2.1.4 gerou 17,67
Gb de dados e um total de 17,665,169,468 de bases com 174,902,668 de reads. A
composicao de bases foi estimada em 51,16% de GC e 48,84% de AT. Qualidades
FASTQ baseada nos valores Phred foram de Q20 96.915 % e Q30 94.640 % (figura

3).
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Figura 3: Gréfico dos valores brutos de qualidade do sequenciamento de M. heterothallica F.2.1.4. As
barras representam a qualidade referente ao eixo Y (qualidade phred) em sua posi¢édo no read, eixo X.
A linha vermelha na barra representa o valor médio da qualidade e seu desvio padrdo das sequéncias.
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Fonte: imagem cedida pela empresa Macrogen.

A montagem do transcriptoma gerou 30892 contigs, com tamanhos variaveis
entre 33314 e 250 pb. O contéudo de CG dos contigs anotados foi de 58,07%,
enguanto o contéudo de AT foi de 41,93%. A cobertura do transcriptoma foi estimada

em 46 X.

Tabela 1. Dados da biblioteca transcriptbmica de M. heterothallica obtidos apds sequenciamento,
montagem e anotacdo de sequéncias.

Total de reads 174,902,668

Total de pares de base 17,665,169,468 pb
Scaffolds/Contigs 30892
Comprimento médio dos contigs (pb) 937

G+C Total 51.16 %

G+C Cadificante 58.07 %

Maior contig 33314

Menor contig 250

Cobertura 46 X

Fonte: autoria propria.
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4.4. |dentificac&o de enzimas ativas em carboidratos

A analise do transcriptoma revelou que 369 ORFs apresentaram semelhanca
com enzimas CAZy, o que corresponde a 4,35 % do total de sequéncias identificadas
neste estudo. Foram anotadas 192 glicosil hidrolases (GH) distribuidas em 55 familias;
96 glicosil transferases (GT) distribuidas em 34 familias; 7 polissacarideo liases (PL)
distribuidas em 4 familias; 18 carboidrato esterases (CE) distribuidas em 8 familias;
18 moléculas ligadoras de carboidratos (CBM) distribuidas em 7 familias e 38 enzimas

com atividades auxiliares (AA) distribuidas em 11 familias (tabela 2).

Tabela 2. Numero de ORFs anotadas por classes e familias disponiveis na plataforma CAZy.

Classe Funcéo geral Ndmero de ORFs NUumero de
anotadas familias anotadas
Glicosil hidrolases Hidrdlise e/ou rearranjo 192 55
(GH) de ligacdes glicosidicas
Glicosil Formacdao de ligactes 96 34
Transferases (GT) | glicosidicas
Polissacarideo Clivagem néo hidrolitica 7 4
liases (PL) de ligacdes glicosidicas
Carboidrato Hidrélise de ésteres de 18 8
esterases (CE) carboidratos
Moléculas ligadoras Adesédo a carboidratos 18 7
de carboidratos
(CBM)
Atividades Enzimas redox que atuam 38 11
auxiliares (AA) junto com as enzimas da
plataforma CAZy
Total 369 119

Fonte: autoria propria.

Dentre as sequéncias codificadoras de enzimas envolvidas com a sacarificacao
da biomassa, destacam-se as pertencentes a classe das glicosil hidrolases (GH), as
guais correspondem a 52 % das enzimas CAZy anotadas e a mais de 2 % do total de
transcritos identificados. A classe das glicosil hidrolases conta atualmente com 156

familias, tendo sido identificadas 55 delas neste estudo (figura 4).
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Figura 4. Numero de ORFs anotadas por familia de glicosil hidrolases (GH).
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As familias que apresentaram maior nimero de sequéncias anotadas foram
GH3 (13 ORFs), GH16 e GH43 (12 ORFs cada), as quais exibem grande diversidade
de atividades. Enzimas pertencentes a familia GH3, por exemplo, podem atuar como
B-glicosidases, arabinofuranosidases, B-xilosidases e acetilglicosaminidases. J& as
enzimas pertencentes a familia GH16 sao ativas em ligagdes glicosidicas B-1,4 e B-
1,3 de polissacarideos, atuando como glucanases, galactosidases ou hialuronidases.
Por sua vez, enzimas agrupadas na familia GH43 atuam principalmente como a-L-
arabinofuranosidases e B-xilosidases.

Um consideravel numero de enzimas pertencentes as familias GH2, GH5,
GH13, GH18, GH47 e GH76 também forma anotadas, refletindo a complexidade dos
substratos presentes no meio de cultura e o grande numero de enzimas requeridas
para sua degradacao.

A analise do genoma de trés linhagens da espécie M. heterothallica (CBS
203.75, CBS 663.74 e SBP.F1.2.11), realizada por Aguilar-Pontes e colaboradores
(2016), demonstra que as familias de glicosil hidrolases com maior nimero de
sequéncias anotadas neste estudo correspondem as familias com maior nimero de
sequéncias descritas para esta classe. Para a espécie M. thermophila, que apresenta
morfologia, fisiologia e filogenia muito proximas as de M. heterothallica, essas familias
também sd@o as que contam com maior nimero de sequéncias descritas dentre as
glicosil hidrolases.

Ainda, estudos do transcriptoma de M. thermophila apontam que diversos
genes pertencentes as familias GH3, GH16 E GH43 apresentam maior expressao
guando o fungo se desenvolve em substratos como aveia, cevada e canola, quando

comparado ao desenvolvimento em meio rico em glicose (KOULBUSZ et al., 2014), o
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que certamente reforca o importante papel que estas enzimas desempenham na

sacarificacao de substratos.

5. CONCLUSOES

O estudo do transcriptoma de Myceliophthora heterothallica permitiu a
identificacdo de 369 ORFs pertencentes a plataforma CAZy, das quais, 192 ORFs sédo
referentes a glicosil hidrolases.

Estes dados comprovam o elevado potencial de M. heterothallica para a
producdo de enzimas envolvidas com a degradagcdo a biomassa vegetal e poderao
ser utilizados em estudos futuros que envolvam expressao heterdloga, purificacédo e

caracterizagcao de enzimas.

149



REFERENCIAS

AGUILAR-PONTES, M. V.; ZHOU, M.; VAN DER HORST, S.; THEELEN, B.; DE
VRIES, R. P.; VAN DEN BRINK, J. Sexual crossing of thermophilic fungus
Myceliophthora heterothallica improved enzymatic degradation of sugar beet pulp.
Biotechnology for Biofuels, v. 9, n. 1, p. 41-55, 2016.

BANERJEE, G.; CAR, S.; SCOTT-CRAIG, J. S.; BORRUSCH, M. S.; BONGERS, M.;
WALTON, J. D. Synthetic multi-component enzyme mixtures for deconstruction of
lignocellulosic biomass. Bioresource Technology., v. 101, p. 9097-9105, 2010.

DELMAS, S.; PULLAN, S. T.; GADDIPATI, S.; KOKOLSKI, M.; MALLA, S.;
BLYTHE, M. J.; IBBETT, R.; CAMPBELL, M.; LIDDELL, S.; ABOOBAKER, A;;
TUCKER, G.A.; ARCHER, D. B. Uncovering the genome-wide transcriptional
responses of the filamentous fungus Aspergillus niger to lignocellulose using RNA
sequencing. PLOS Genetics, v. 8, n. 8, p. €1002875, 2012. Disponivel em: <
https://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.

1002875>. Acesso em: 10 Abr. 2018.

FINN, R. D.; BATEMAN, A.; CLEMENTS, J.; COGGILL, P.; EBERHARDT, R. Y,;
EDDY, S. R.; HEGER, A.; HETHERINGTON, K.; HOLM, L.; MISTRY, J.;
SONNHAMMER, E. L.L.; TATE, J.; PUNTA, M. Pfam: the protein families database.
Nucleic Acids Research, v. 42, n. D1, p. D222-D230, 2014.

HAAS, B. J.; PAPANICOLAQOU, A.; YASSOUR, M.; GRABHERR, M.; BLOOD, P. D,
BOWDEN, J.; COUGER, M. B.; ECCLES, D.; LI, B.; LIEBER, M.; MACMANES, M.
D.; OTT, M.; ORVIS, J.; POCHET, N.; STROZZI, F.; WEEKS, N.; WESTERMAN, R.;
WILLIAM, T.; DEWEY, C. .; HENSCHEL, R.; LEDUC, R.D.; FRIEDM, N.; REGEV, A.
De novo transcript sequence reconstruction from RNA-seq using the Trinity platform
for reference generation and analysis. Nature Protocols, v. 8, n. 8, p. 1494-1512,
2013.

KOLBUSZ, M. A.; DI FALCO, M.; ISHMAEL, N.; MARQUETEAU, S.;

MOISAN, M. C.;, BAPTISTA, C. S.; POWLOWSK]I, J.; TSANG, A. Transcriptome and
exoproteome analysis of utilization of plant-derived biomass by Myceliophthora
thermophila. Fungal Genetics and Biology, v. 72, p. 10-20, 2014.

LOMBARD, V.; CANTAREL, B. L.; COUTINHO, P. M.; RANCUREL, C.; BERNARD,
T.; LOMBARD, V.; HENRISSAT, B. The carbohydrate-active enzymes database
(CAZy) in 2013. Nucleic Acids Research, v. 42, n. D1, p. D490-D495, 2014.

NAGALAKSHMI, U.; WAERN, K.; SNYDER, M. RNA-Seq: A Method for
Comprehensive Transcriptome Analysis. Current Protocol in Molecular Biology,
New York, v. 1, p. 1-13, 2010.

150



NIELSEN, H. Predicting Secretory Proteins with SignalP. In: KIHARA, D. (Ed.).
Protein Function Prediction. New York, NY: Springer New York, v. 1611p. 59-73,
2017.

PENG, M.; AGUILAR-PONTES, M. V.; HAINAUT, M.; HENRISSAT, B.; HILDEN, K.,
MAKELA, M. R.; DE VRIES, R. P. Comparative analysis of basidiomycete
transcriptomes reveals a core set of expressed genes encoding plant biomass
degrading enzymes. Fungal Genetics and Biology, v. 112, p. 40-46, 2017.

POWELL, S. et al. eggNOG v4.0: nested orthology inference across 3686 organisms.
Nucleic Acids Research, v. 42, n. D1, p. D231-D239, 2014.

SANCHEZ, C., Lignocellulosic residues: biodegradation and bioconversion by fungi.
Biotechnology Advances, v. 27, p. 185-194, 20009.

VAN DYK, J. S.; PLETSCHKE, B. I. A review of lignocellulose bioconversion using
enzymatic hydrolysis and synergistic cooperation between enzymes--factors affecting
enzymes, conversion and synergy. Biotechnology Advances, v. 30, n. 6, p. 1458—
80, 2012.

WANG, Z.; GERSTEIN, M.; SNYDER, M. RNA-Seq: a revolutionary tool for
transcriptomics. Nature Reviews Genetics, Madison, v. 10, p. 57-63, 2009.

151



CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, a identificacdo de um gene codificador de xilanase da familia
GH11 do fungo termofilico Myceliophthora heterothallica foi realizada por meio da
técnica de RT-PCR. A xilanase identificada foi expressa heterologamente com
sucesso tanto em hospedeiro procarioto (Escherichia coli) quanto em hospedeiro
eucarioto (Pichia pastoris).

A enzima recombinante apresentou caracteristicas interessantes quando
expressa em ambos o0s hospedeiros, como: estabilidade em ampla faixa de pH,
resisténcia a diversos ions, reagentes, solventes e compostos fendlicos, bem como
elevada especificidade pelo substrato, apresentando atividade somente para xilana
beechwood e xilana oat spelt.

Em relacdo a termoestabilidade, porém, a enzima expressa em P. pastoris se
mostrou mais promissora e, provavelmente, a glicosilagcdo exerceu importante papel
na estabilizacdo da proteina. Além de maior termoestabilidade, a enzima expressa em
levedura apresentou ainda atividade especifica e afinidade pelo substrato mais
elevadas.

Desta forma, conclui-se que P. pastoris foi 0 hospedeiro heterélogo mais
apropriado para a expressao da xilanase de M. heterothallica, destacando-se ainda
como vantagens, a secre¢ao da enzima no meio de cultura e maior producdo da
mesma de maneira solavel.

Por fim, ressalta-se que a identificacdo de sequéncias codificadoras de enzimas
lignoceluloliticas, obtidas através do estudo do transcriptoma do fungo, contribuirdo

para estudos subsequentes de expressao heterdloga.
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ANEXO 1

Predicao de sitios de glicosilacdo da enzima recombinante.

NetNGlyc 1.0 Server - prediction results

ANA Technical University of Denmark

Asn-Xaa-5er/Thr sequons in the sequence output below are highlighted in blue.

Asparagines predicted to be N-glycosylated are highlighted in red.

Output for 'Sequence'

Name: Sequence Length: 218
MVSFTLLLTATAAAVTTASPLEVVKRGIQPGTGTHEGYFYSFUTDGRGSVDFNPGPRGSYSVTWNNVNNWVGGKGHNPGP
PREKIAYNGTWNNYNVNSYLALYGWTRNPLVEYYIVEAYGTYNPSSGTARLGTIEDDGGVYDIYKTTRYNQPSIEGTSTFD
QYWSVRRQKRVGGTIDTGKHFDEWKRQGNLQLGTWNYMIMATEGY QSSGSATIEVREA

SeqName Position Potential  Jury N-Glyc
agreement result
Sequence 87 NGTW ©.7964 (9/9) ++
Sequence 122 NPSS @8.7374 (9/9) ++ WARNING: PRO-X1.

1]
166

=15 ]
168
240
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