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ESTUDO DE HEMICELULASES ATRAVES DE RT-qPCR E EXPRESSAO
HETEROLOGA

RESUMO - A producdo de energia e de quimicos renovaveis a partir de residuos
agroindustrias de origens lignocelulésicas se tornou uma alternativa viavel para
minimizar os impactos causados pela utilizacdo de combustiveis de origem fossil.
Porém, tal processo envolve altos custos, tendo em vista a recalcitrancia da parede
celular vegetal, o que dificulta a liberacdo de agucares fermentaveis, fazendo-se
necessario o uso de etapas de pré-tratamento e hidrélise frequentemente conduzidas
em condicbes de concentracdo de reagentes quimicos, temperatura e pressao
elevadas, o que resultam na producdo de metabdlitos secundarios e téxicos
indesejaveis. Assim, diversos estudos estdo sendo realizados a fim de otimizar o
processo de sacarificacdo da biomassa lignocelulésica, proporcionando um produto
final menos oneroso e menos tdxico. Algumas enzimas de origens microbioldgicas ja
estdo sendo estudadas para serem utilizadas nessa etapa, sejam estas de funcao
celulolitica, hemicelulolitica, lignocelulolitica ou mesmo auxiliar, porém a falta de
eficiéncia, aliada ao alto custo de producdo tem demandado a busca por novas
moléculas para desconstrucdo da parede celular em formulacdes de coquetéis
enzimaticos mais efetivos. Diante disto, o presente estudo teve por objetivo estudar
duas hemicelulases da familia GH2 de B-manosidases, obtidas por prospecg¢ao in
silico e anotadas a partir do genoma da bactéria Chitinophaga sp. CB10 que foi isolada
de um consaorcio microbiano enriquecido a partir de uma pilha de bagaco de cana-de-
acucar. CB10 demonstrou ser uma fonte rica em carboidrases, com 350 dominios
CAZyme previstos, o que pode explicar sua capacidade de se desenvolver a partir de
carboidratos de diferentes complexidades estruturais: glicose, carboximetilcelulose,
galactomanana, goma Aloe vera e bagaco de cana-de-acucar. O bagaco da cana-de-
acucar é uma fonte rica em polimeros complexos, de forma que a diversidade de
metabdlitos liberados pela hidrélise enzimatica destes polimeros tem um papel
importante para a quimica verde, incluindo a hidrélise por vias enzimaticas
minoritarias, como é o caso da degradacéo de conjugados de manana. Nesse sentido,
CB10 demonstrou niveis de aumento consideraveis de expressdo génica para
mananases na presenca de bagaco de cana-de-acucar como unica fonte de carbono,
quando comparado aos niveis de expressdo em glicose (controle). Estes aumentos
apresentaram respectivos niveis de 4,8x para o gene CB10-00347, localizado dentro
de um agrupamento génico identificado como “Polysaccharide Utilization Loci” (PUL),
e 5,6x de aumento para o gene CB10-153.446, ndo associado a nenhum cluster
enzimatico. Essas enzimas compartilharam menos do que 45% de identidade com
enzimas caracterizadas do género Chitinophaga pertencente ao filo Bacteroidetes. O
grau de novidade - conforme demonstrado pela baixa identidade com enzimas
caracterizadas anteriormente; a notavel capacidade de crescer em diferentes
substratos; a confirmacdo de atividade de mananase, evidenciada pela liberacéo de
oligossacarideos residuais no cultivo com galactomanano (HPLC-RID, 12,3 mMol);
associados a capacidade de expressar mananases em uma baixa concentracao de
condic¢des indutoras (bagago-de-cana contém cerca de 0,2% de manose) indicam o
alto potencial para a aplicacdo de CB10 como fonte de enzimas na producédo de
oligossacarideos conjugados de manose a partir de biomassa. Além destes
resultados, grandes esforcos foram empreendidos com o intuito de compreender
melhor a atividade de uma das enzimas preditas para [(B-manosidase (ORF



CB10_153.446) utilizando ensaios de expressdo heter6loga de proteina
recombinante. Entretanto, apesar de diversas tentativas de otimizagdo, ndo houve
éxito na estratégia de expressao proteica em E. coli BI21 DE3, sendo necessarios
novos estudos para usufruir do potencial biotecnolégico demostrado pelas demais
técnicas utilizadas, visando aplicacao biotecnolégica em biorrefinarias de precursores
pré-bidticos e outros oligossacarideos funcionais focados no indastrias alimenticias e
farmacéuticas.

Palavras-chave: Manooligossacarideos; -manosidase, bagaco, Bacteroidetes, RT-
gPCR
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STUDY OF HEMICELLULASES THROUGH RT-qPCR AND HETEROLOGICAL
EXPRESSION

ABSTRACT - The production of renewable energy and chemicals from agribusiness
residues of lignocellulosic origins has become a viable alternative to minimize the
impacts caused by the use of fossil fuels. However, this process involves high costs,
in view of the recalcitrance of the plant cell wall, which hinders the release of
fermentable sugars, requiring the use of pre-treatment and hydrolysis steps often
carried out under conditions of concentration of chemical reagents’, elevated
temperature and pressure, which result in the production of undesirable secondary and
toxic metabolites. Thus, several studies are being carried out in order to optimize the
process of saccharification of lignocellulosic biomass, providing a less costly and less
toxic final product. Some enzymes of microbiological origins are already being studied
to be used at this stage, whether they have cellulolytic, hemicellulolytic, lignocellulolytic
or even auxiliary functions, but the lack of efficiency, combined with the high cost of
production has demanded the search for new molecules to deconstruct the cell wall in
more effective enzyme cocktail formulations. Therefore, this study aimed to study two
hemicellulases of the GH2 family of f-mannosidases, obtained by in silico prospection
and annotated from the genome of the bacterium Chitinophaga sp. CB10 which was
isolated from an enriched microbial consortium from a pile of sugarcane bagasse.
CB10 proved to be a rich source of carbohydrates, with 350 predicted CAZyme
domains, which may explain its ability to develop from carbohydrates of different
structural complexities: glucose, carboxymethylcellulose, corn starch, galactomannan,
Aloe vera gum and sugarcane bagasse -of sugar. Sugarcane bagasse is a rich source
of complex polymers, so the diversity of metabolites released by the enzymatic
hydrolysis of these polymers plays an important role in green chemistry, including
hydrolysis by minor enzymatic pathways, as is the case of the degradation of mannan
conjugates. In this sense, CB10 showed considerable levels of increased gene
expression for mannanases in the presence of sugarcane bagasse as the only source
of carbon, when compared to expression levels in glucose (control). These increases
showed respective levels of 4.8x for the CB10-00347 gene, located within a gene
cluster identified as "Polysaccharide Utilization Loci" (PUL), and 5.6x increase for the
CB10-153.446 gene, not associated with any enzyme cluster. These enzymes shared
less than 45% identity with characterized enzymes from the genus Chitinophaga
belonging to the phylum Bacteroidetes. The degree of novelty - as demonstrated by
the low identity with previously characterized enzymes; the remarkable ability to grow
on different substrates; confirmation of mannanase activity, evidenced by the release
of residual oligosaccharides in culture with galactomannan (HPLC-RID, 12.3 mMol);
associated with the ability to express mannanases in a low concentration of inducing
conditions (cane bagasse contains about 0.2% of mannose) indicate the high potential
for the application of CB10 as an enzyme source in the production of oligosaccharides
conjugated from mannose to from biomass. In addition to these results, great efforts
were undertaken in order to better understand the activity of one of the predicted
enzymes for B-mannosidase (ORF CB10_153.446) using heterologous recombinant
protein expression assays. However, despite several optimization attempts, the protein
expression strategy in E. coli BI21 DE3 was not successful, and further studies are
needed to take advantage of the biotechnological potential demonstrated by the other
techniques used, aiming at biotechnological application in biorefineries of prebiotic and
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precursors other functional oligosaccharides focused on the food and pharmaceutical

industries.
Keywords: Manooligosaccharides; B-mannosidase, bagasse, Bacteroidetes, RT-

gPCR
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1. INTRODUCAO

Grandes quantidades de biomassas sdo descartadas na natureza ou eliminadas
por queimas causando grande impacto ambiental, no entanto, substratos
lignoceluldsicos podem ser utilizados na obtencéo de produtos secundarios com alto
valor agregado (Taha et al., 2016).

Residuos agroindustriais ricos em lignocelulose como bagaco de cana-de-acucar,
sabugo de milho, palha, casca e farelo de cereais, possuem a fracdo hemicelulésica
composta principalmente por xilana, heteropolissacarideo formando por monémeros
de xilose unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4, além de ramificacbes contendo
arabinose, galactose, manose, glicose e acidos urdnicos. Esses polissacarideos séao
denominados xiloglicanos, xilanas, mananas, galactomananas, glicomananas,
galactoglicomananas e glicanos -(1-3, 1-4). A manose é abundante em muitos
tecidos vegetais e residuos lignocelulésicos, sendo encontrada nas plantas como
reserva de carboidratos sem amido. Contudo, o conteido de manose, ndo € muito
significativo em bagaco de cana (0,2%) quando comparado aos teores de xilana
(24,7%) ou mesmo arabinano (1,6%). Além do contetdo reduzido de D-manose, 0
bagaco apresenta ainda pequenos tracos de outros acucares como L-ramnose e D-
galactose associados a xilana (Brienzo, et al., 2016; Martin C, et al.,, 2017). A
prevaléncia de alguns tipos de acucares pode levar a uma visao simplista de que as
vias minoritarias, como as envolvidas na degradacdo de manose na biomassa da
cana-de-acgucar, podem ser negligenciadas pois oligossacarideos de diferentes
complexidades podem ser obtidos através da biorrefinaria, com o auxilio de enzimas
especificas (Moreira, L. R. 2008; Ishii et al., 2016).

As principais enzimas envolvidas na hidrolise e liberagédo de oligossacarideos de
diferentes tipos de polimeros de manose sédo chamados coletivamente de mananases.
Dentre estas, algumas atuam com atividade “endo” especifica, ou seja, atuam no
interior da cadeia polissacaridica e sao denominadas “1,4-3-D manan manno-
hidrolase” (ou B-mananase, E.C 3.2.1.78). Outras, por sua vez, possuem atividade
“‘ex0” especifica (atuando nas extremidades da cadeia), e sdo denominadas “1,4-B-D-
manopiranosideo” (ou B-manosidase, E.C 3.2.1.25). Além destas, outras enzimas,
como por exemplo B-glucosidase (1,4-B-D-glucosideo glucohidrolase, EC 3.2.1.21),

atuam de forma auxiliar no processo de sacarificacao de oligossacarideos conjugados



de manose liberados ao longo da clivagem da cadeia principal (Moreira, L. R. 2008;
Malgas S., 2015).

Entre essas enzimas, a B-manosidase tem um papel essencial no processamento
de oligossacarideos por agir atacando as extremidades terminais na extremidade nédo
redutora, bem como clivando a manobiose em unidades de manose. As f-
manosidases séo produzidas por varios organismos, como plantas, animais, fungos e
bactérias (Dhawan, S. e Kaur, J. 2007). Por outro lado, o uso da biomassa
lignocelulésica tém demostrado notavel potencial para producao de oligossacarideos
como celo-oligossacarideos (COS), pecto-oligossacarideos (POS), xilo-
oligossacarideos (XOS), principalmente devido a simplicidade do processo (Amorim
et al.,, 2019a; Cano et al., 2020). A despeito disto, ainda s&o poucos os relatos na
literatura que exploram a producdo de oligossacarideos em cultivos microbianos,
como por exemplo a obtencédo de XOS através da obtencado conjunta de oligbmeros e
enzimas xilanoliticas no meio fermentado ou a otimizacdo das condicfes de cultivo
para a recuperacdo de XOS (Gautério et al., 2018; Menezes; Rossi; Ayub, 2017;
Pereira et al., 2018). Considerando que oligossacarideos como XOS e COS derivam
de componentes majoritarios na biomassa e ainda sao pouco explorados, ainda mais
€ desconhecido o universo das rotas bioquimicas de oligossacarideos minoritarios
como os oligossacarideos de manose, que podem gerar compostos ainda mais
singulares para aplicacéo biotecnolégica.

Apesar das PB-manosidases possuirem diversas aplicacbes promissoras na
industria em diversos setores como alimentos, detergentes, combustiveis, racoes,
industrias de papel e celulose, agente protetor, entre outros, sédo ainda relativamente
pouco exploradas quando comparadas as outras carboidrases, como celulases e
xilanases. As enzimas mananases microbianas podem atuar em uma ampla faixa de
pH (3-7,5) e temperatura (45-92°C), o que é altamente desejavel para varias
aplicacoes industriais, e tem despertado grande interesse dos pesquisadores por ser
uma alternativa viavel e eficaz para o uso em grande escala uma vez sejam otimizados
0S custos e processos de producao (Moreira, L. R. 2008; Costa DAL, Filho EXF. 2019).

Considerando o grande potencial para a aplicagdo das enzimas mananases, e a
importancia da busca por novas enzimas que possam ser aplicadas em processos

biotecnoldgicos com custo mais acessiveis, 0 presente trabalho teve por objetivo



estudar duas B-manosidases anotadas no genoma de uma bactéria pertencente ao
filo Bacteroidetes, Chitinophaga sp. CB10 (Kishi et al., 2017), que foi isolada em
estudos anteriores de um consoércio microbiano proveniente de uma pilha de bagaco
de cana-de-acucar (Constancio et al., 2020). Este género é conhecido por sua extensa
capacidade de degradacdo enzimatica de materiais polissacarideos complexos,
atuando na ciclagem de carbono em seu ambiente natural.

As andlises de anotacdo subsequente de seu genoma parcial permitiram a
identificagdo de 350 dominios CAZyme envolvidos na degradacé@o de biomassa: 202
GHs, 77 GTs, 44 CEs, 33 CBM, 16 PL e 7 AA. Mais das 30 Vias de utilizacdo de
polissacarideos “Polysaccharide Utilization Loci” (PULs) foram identificadas para este
genoma e 27% de suas GHs anotados foram encontradas em clusters semelhantes a
PUL (Funnicelli, 2018, dados n&o publicados). O sistema PUL sdo agrupamentos
génicos peculiares a este filo, especializado na degradacdo efetiva de diferentes
carboidratos incluindo o uso de degradacao de polissacarideo (Kong, Xiang-Kun et
al., 2019).

Assim, este estudo abrange a expressdo em tempo real no bagaco de cana de
acucar de duas B- manosidases pertencentes a familia GH2 prospectadas e
submetidas a anotacao funcional por homologia do genoma de CB10. O objetivo
principal do trabalho foi fornecer descobertas tedricas e praticas que contribuam para
a elucidacao do funcionamento da maquinaria genética desta bactéria na degradacao
de manano, reforcando a sua capacidade de degradacao e os beneficios da aplicacao
dessas enzimas na desconstrucdo da biomassa vegetal, ainda que em situacées em

gue o teor de manana seja muito baixo, como € o caso do bagaco da cana.



2. REVISAO LITERATURA

2.1. Composicéao e aplicacdo da Biomassa lignocelulésica

Grandes quantidades de materiais lignocelulésicos sdo gerados no mundo
anualmente, muitas das quais tidas como residuos da producdo agroindustrial. O
interesse pelo aproveitamento eficiente dos compostos presentes na biomassa
lignocelulésica tem crescido nos Ultimos anos, pois 0 processamento destes materiais
gera subprodutos com alto valor agregado (Santos et al., 2012).

A biomassa lignocelulésica é composta principalmente por celulose (35-50%),
hemicelulose (20-35%), e lignina (5-30%) (Zhang et al., 2004; Zheng et al., 2017). Na
Figura 1 observa-se um corte transversal da parede de uma célula vegetal, na qual
podemos observar a celulose, se apresentando em feixes, envolta pela hemicelulose.
A estrutura tridimensional do material é gerada pela conexdo entre a lignina e a

hemicelulose.

LIGNINA
lCELULOSE

CELULA

VEGETAL GLICOSE

HEMICELULOSE MICROFRIBILA DE CELULOSE

Figura 1. Principais componentes da biomassa lignoceluldsica. Fonte: Canilha (2010).

A composicao da fonte de biomassa lignocelulésica, depende de diversos fatores
como o tipo de vegetal, as condigBes de crescimento, tempo de colheita, entre outros
(Silva et al., 2010). Na Tabela 1, apresenta-se um comparativo da composi¢cédo de

celulose, hemicelulose e lignina de acordo com a fonte de biomassa.



Tabela 1. Composicdo da biomassa lignocelulésica por fonte

Biomassa % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Lignocelulésica
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2012).

Atualmente, a biomassa lignocelulésica representa a maior fonte de
carboidratos naturais do planeta, sendo que a maior dificuldade de aproveitar tal
recurso para a producao de quimicos e outros produtos de alto valor agregado séo
suas caracteristicas morfolégicas e quimicas que conferem resisténcia a sua hidrolise
em compostos menores utilizaveis (Santos et al., 2012; Santos et al., 2019).

A celulose é um dos principais polimeros naturais, abundantes, renovaveis e
amplamente utilizados e se encontra em maior proporcao independente da origem da
biomassa, como mostra a Tabela 1, constituida de monémeros de glicose ligados por
ligacdes B-1,4-glicosidicas (Figura 2 - A) (Pérez et al.,, 2002; Zhang et al., 2004).
Possui em sua estrutura regifes altamente ordenadas e cristalinas que séo insoluveis
e resistentes a degradacdo quimica e enziméatica, além de regides amorfas com
estrutura desorganizada como pode ser visto na Figura 2 (B), (Silva et al., 2009; Horn
et al., 2012). A celulose de fontes vegetais tem sido convencionalmente empregada

para a producao de papel e na industria téxtil, com notavel valorizacdo comercial.
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Figura 2. (A) Representacdo da molécula da cadeia de celulose Unica com ligagao
glicosidica. Fonte: Santos et al. (2012), 2. (B) Estrutura da celulose com destaque para
as regides cristalina e amorfa. Fonte: Adaptado Boérjesson et al. (2015).

O segundo polimero em maior concentracao apos a celulose € a hemicelulose
(Tabela 1), composta de polissacarideos polimerizados, como D-xilose, D-glucose, D-
galactose, D-manose, L-arabinose, acido D-glucurénico e acido 4-O-metil-
glucurdnico. A hemicelulose possui uma estrutura ramificada (Figura 3), entrelacada
a celulose (Figura 1), o que confere estabilidade e recalcitrancia a biomassa
lignocelulésica (Santos et al., 2012; Wang et al., 2014; Zheng et al., 2017).
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Figura 3. Representacdo da molécula da hemicelulose. Fonte: Santos et al. (2012).

A hidrolise da hemicelulose resulta em uma mistura de xilose e outros
monossacarideos, como arabinose, glicose, manose e &cidos urénicos, dependendo
da fonte vegetal extraida (Uday et al., 2016).

O terceiro composto da biomassa lignocelulosica € a lignina, e a estrutura da
lignina ndo é homogénea, sendo que sua composicao varia de acordo com sua fonte

de biomassa (Santos et al., 2012) (Tabela 1), podendo representar uma fracao de 5-



30% da biomassa lignocelulésica (Zhang et al., 2004). Sua composi¢cao € definida
como uma substéncia hidrofébica com estrutura tridimensional e amorfa altamente
ramificada (Figura 4 - A) (Silva et al., 2011). O mecanismo de sintese da lignina se d&
a partir de trés precursores monomericos: o alcool coniferilico, alcool sinapilico e o
alcool p-cumarilico (Leite, 2016), como esta representado na Figura 4 (B). A lignina
possui diversas aplicacfes para a producdo de produtos com potencial valor, como
fibora de carbono, plasticos de engenharia, elastbmeros termoplasticos, espumas
poliméricas, membranas e uma variedade de produtos quimicos aromaticos
(Ragauskas et al., 2014; Petridis e Smith 2018).

CH,0H
H

OH

Alcool sinapilico Alcool coniferilico Alcool p-cumarilico

Figura 4. (A) Representacdo da molécula de lignina. Fonte: Santos et al. (2012); (B)
Precursores basicos na formacdo da molécula de lignina. Fonte: Adaptado de
Gambarato (2014).

2.2. Aplicagdo dos componentes da biomassa lignocelulésica em

Biorrefinarias

A busca por fontes alternativas de energia que substituam parcialmente ou
totalmente os combustiveis fosseis cresce significativamente, visto que a demanda
energética tem aumentado. Fontes renovaveis tidas como residuos que seriam
descartados apresentam um grande potencial para atender aos desafios da
sustentabilidade, pois € um material rico em carbono. A biomassa é abundante, barata
e facilmente encontrada, seu aproveitamento permite a coproducao de combustiveis,
compostos quimicos, eletricidade e calor. Neste contexto, surge o conceito de
biorrefinaria, que € um complexo industrial similar a uma refinaria de petroquimica,

onde utiliza como matéria prima principal a biomassa lignocelulésica, explorando


https://link.springer.com/article/10.1007/s10098-018-1568-5#ref-CR103

todos os compostos disponiveis e diversos produtos quimicos de alto valor agregado,
dentre estes biofarmacos, insumos quimicos, alimentos e racdo animal (Kamm et al.,
2006; Takkellapati et al., 2018; Seghetta et al., 2016).

Diferentes tipos de residuos pés colheitas podem ser utilizados como matéria-
prima, entre eles estdo: palha (trigo, arroz), caules (caroco de algodao) e bagaco
(cana-de-acucar, sorgo doce) (Kamm et al., 2006). O Brasil se destaca quando
comparado com os demais paises, isto porque possui grande disponibilidades de
culturas agricolas de grande extensao, com destaque para a industria canavieira, e
sua composicao favorece a producao de diversificados produtos. A composicédo da
biomassa de cana-de-acuUcar favorece a producdo etanol de segunda geracao,
butanol, 1,4-diacidos, acido aspértico, acido glutamico, carvao ativado, lactato de etila,
acido latico, &cido succinico, xilitol, xilo-oligossacarideos, furfural, glicerol, sorbitol,
dentre outros (Irmak, 2017). No entanto, ainda € necessario a otimizacdo do processo

para que se tenha um completo aproveitamento.

2.3. Pré-tratamentos dos materiais lignoceluldsicos

Para que os materiais lignoceluldsicos sejam utilizados como matérias primas
para a producdo de etanol de segunda geracao e de outras substancias quimicas, &
necessario que seus componentes sejam separados através da etapa de pré-
tratamento, que tem como objetivo desorganizar o complexo lignocelulésico (Ramos
2015). Para que ocorra a hidroélise eficiente da celulose em seus respectivos aglcares
monoméricos (Agbor et al., 2011). Os pré-tratamentos podem ser fisicos (exploséo de
vapor e explosdo de fibra de amdnia), fisico-mecanicos (moagem), fisico-quimicos
(pré-tratamento &cido, pré-tratamento alcalino, métodos oxidativos e métodos
organico solvente), biologicos (bactéria ou levedura) ou a combinacdo desses
métodos (Kumar et al., 2009; Singh et al., 2015). Varios fatores podem influenciar a
hidrolise da celulose, que incluem a porosidade do material de biomassa,
cristalinidade da celulose e o conteudo de hemicelulose e lignina, acessibilidade da
enzima e/ou acido em atingir a celulose (Mcmillan 1994). Alguns tipos de pré-

tratamentos, utilizando biomoléculas presentes no metabolismo microbiano, possuem
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grande beneficios, devido a sua alta especificidade pelos substratos, maior eficiéncia

catalitica, boa relacédo, custo beneficio (Nnolim; Okoh; Nwodo, 2020).

2.4. Enzimas microbianas e sua aplicacdo Biotecnoldgica

A conversdao enzimatica de polissacarideos presentes na biomassa
lignocelulésica é uma das rotas tecnoldgicas mais promissoras para a obtencao de
bioprodutos de interesse econdémico e biocombustivel de segunda geracdo (2G)
(Soccol et al., 2017; Farinas, 2018). Contudo, para que O processo seja
economicamente viavel, é importante o incentivo do estudo de novas enzimas para
que se possa obter coquetéis enzimaticos eficientes a custos mais acessiveis para a
aplicacdo em grande escala. As enzimas microbianas podem ser obtidas de
microrganismos de diferentes ecossistemas naturais: solos, residuos agroindustriais
e materiais em decomposicdo. Os microrganismos (bactérias e fungos) possuem em
seus genomas diferentes enzimas extracelulares, como lacases, peroxidases,
celulases e hemicelulases, que atuam de forma sinérgica para aumentar a hidrélise
da biomassa de lignocelulose. Estas enzimas desempenham um importante papel nas
industrias biotecnolégicas porque sdo mais estaveis do que as enzimas obtidas de
vegetais e animais (Lepcha et al., 2018).

As técnicas de producdo de enzimas microbianas por expressao heteréloga,
possuem muitas vantagens econdmicas quando bem-sucedidas pois podem ser
produzidas em um curto periodo de tempo e espaco devido a sua alta consisténcia,
sendo que a modificacdo e otimizacdo do processo podem ser feitas por meio de
técnicas de fermentacédo (Gurung et al., 2013).

Ja é conhecido que algumas espécies de fungos e bactérias possuem em seu
metabolismo complexos enzimaticos ligno(hemi)celulolitico (Hansen et al., 2015;
Cunha et al., 2016; Naidu; Siddiqui e Idris, 2020). Os principais géneros que possuem
enzimas aplicadas em diversos campos da biotecnologia sao: Aspergillus, Bacillus,
Streptomyces, Trichoderma e Lactobacillus (Singh et al., 2016). Nesse sentido,
diversos estudos tém buscado identificar novas espécies microbianas produtoras de
ligninases, celulases e hemicelulases para potencializar a degradacdo da

lignocelulose e melhorar os rendimentos em monossacarideos (De Cassia Pereira et
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al., 2015; Marques et al., 2018; Pereira Scarpa et al., 2019). Entretanto, grande parte
desses estudos tém sido realizados por meio do cultivo de microrganismos isolados
para a producdo de enzimas. Como alternativa, consorcios microbianos de diferentes
fontes, podem ser utilizados para se obter extratos enzimaticos mais eficientes e com
poder sinergético superior (Copete-Pertuz et al., 2019; De Oliveira Rodrigues et al.,
2020).

2.5. Inducédo e expressao de proteinas recombinantes em Escherichia coli

A tecnologia do DNA recombinante surgiu no inicio dos anos de 1970, ela é
decorrente de uma série de descobertas extremamente importantes que ocorreram
anteriormente (Azevedo, 2008). Com o avanco da biologia molecular, véarios sistemas
de expressdao vém sendo utilizados para a producdo de proteinas heterélogas
(Aizemberg et al., 2011).

Bactérias e fungos constituem sistemas tradicionais e bem sucedidos que
frequentemente séo utilizados para a obtencdo de enzimas, eles apresentam
vantagens, tais como, genomas bem caracterizados faceis de manipular, cultivo
simples e barato em comparacdo com células de mamiferos (Gasser; Mattanovich,
2007; Aizemberg et al., 2011).

A bactéria Escherichia coli foi a primeira a ser utilizada para producéo de enzimas
com aplicacdes farmacéuticas devido seu sistema possuir muitos beneficios, como
descrito acima (Swartz, 2001; Baneyx, 1999). No entanto, seu sistema de expressao
também apresenta algumas desvantagens, que incluem a producéo de proteases que
podem danificar a proteina exodgena; incapacidade da E. coli em realizar as
modificacdes pds-traducdo, como a glicosilacdo necessarias em algumas proteinas
de eucariotos; deficiéncia em realizar outras modificacbes necessarias para a
montagem de proteinas mais complexas, como é o caso de coprodugcdo de
chaperonas, etc. O dobramento incorreto da proteina heterdloga expressa, pode
resultar na formacdo de agregados insolUveis conhecidos como corpusculos de
inclusdo. A maioria das proteinas produzidas por essa bactéria estdo na forma de
corpusculo de inclusdo, devido a pequena quantidade de chaperonas no citoplasma
(Yuan, 2002).
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Tais deficiéncias podem comprometer a atividade de algumas proteinas ou
mesmo inviabilizar a expressdo heter6loga por questdbes como toxicidade ou
incompatibilidade de preferéncia por cédons de uso raro (Huang; Lian Yang,2012).

Algumas estratégias genéticas tém sido utilizadas a fim de solucionar estes
problemas durante mais de duas décadas, visando melhorar os bioprocessos
bacterianos e simplificar os procedimentos de recuperacao de proteinas, que incluem
0 projeto de vetores de expressao eficientes, melhoria das cepas de producéo,
delecdo de genes de proteases, retirada de stop cédons, retirada de peptideos sinais
(Jonasson et al., 2002). Outras modificacdes que contribuem para a expressao de
uma proteina € a alteracdo nas condi¢cfes de cultivos como, concentracao ideal de
oxigénio, pH, indutor e temperatura (Yee e Blanch 1992).

Apesar do grande conhecimento adquirido isto ndo € o suficiente para garantir um
sistema eficiente de expressao para todas as proteinas recombinantes, ja que cada
uma delas pode apresentar diferentes problemas, esses devem ser otimizados com
constantes ajustes nas metodologias que sdo baseadas em abordagens de tentativa-
erro (Bustamante Filho, 2010).

2.6. A importancia das enzimas hemicelulases

Como o proprio nome sugere, as hemicelulases formam um importante grupo
de enzimas que hidrolisam hemicelulose (Shallom e Shoham, 2003). A hemicelulose
€ composta por uma variedade de heteropolissacarideos, possuem na composi¢cao de
suas cadeias diversos tipos de aglcares, como por exemplo: pentoses (3-D-xilose; a-
Larabinose), hexoses (B-D-manose; B-D-glicose; a-D-galactose) e acidos (4-acido
metil glucurdnico; a-D-galacturénico). A heterogeneidade da composi¢do da biomassa
faz com que seja necessério a agdo sinérgica de varias enzimas durante o processo
de hidrélise desses polissacarideos, como endoxilanases, xilosidases,
arabinofuranosidases, endomananases e manosidases, dentre outras (Canilha et al.,
2012). A hidrdlise da biomassa lignoceluldsica utilizando o pré-tratamento enziméatico
tem sido visto como mais vantajoso do que outras técnicas, como por exemplo a
utilizacdo de &cidos concentrados que pode causar toxicidade durante o processo,

corrosdo de equipamentos e formacéo de inibidores (compostos furanicos e acidos
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organicos de cadeia curta) exigindo um maior controle do método (Mood et al., 2013;
Silveira et al., 2018). O pré tratamento alcalino, por sua vez, sdo mais indicados para
a remocao de lignina (Mood et al., 2013; Rabelo et al., 2014; Rodrigues et al., 2017),
promovem alteragdes na estrutura da celulose, principalmente na cristalinidade, na
distribuicdo das regides cristalinas e amorfa, além de uma despolimerizacao parcial,
dependendo do substrato, da temperatura aplicada e da concentracdo alcalina (Xu;
Sun, 2016).

Em vista da otimizacéo do processo de utilizagdo da biomassa lignocelulGsica,
0S coquetéis enzimaticos contendo misturas de ligninases, celulases e hemicelulases
produzidos por culturas mistas de microrganismos podem favorecer a degradacao
mais eficiente e maximizar a liberacao de agucares (Ferreira et al., 2016; Yang et al.,
2004), o processo requer menos energia e condicdes de reacdo amenas e ndo gera
inibidores se a desacetilacdo da biomassa for realizada previamente (Brummer et al.,
2014; Mohnot et al., 2016).

2.7. Utilizacao das enzimas manosidases para a aplicacao biotecnoldgica dos

polissacarideos de Manano

O manano é um dos principais componentes da hemicelulose, sua principal
funcdo é atuar como reserva de carboidratos no endosperma das plantas. Sua
estrutura quimica é subdividida em manano puro, glucomanano, galactomanano e
galactoglucomanano (Bremner e Wilkie 1971; Chauhan et al., 2014b). As mananas e
galactomananas puras sdo encontradas em algas e nas sementes de plantas como
coco e café verde (Cerverd et al., 2010). Glucomananos encontram-se presentes
principalmente na parede celular de madeiras duras, enquanto que O
galactoglucomanano esta presente junto com xilano em madeiras macias (Chauhan
et al., 2012).

Para a hidrolise completa do manano é necessario a acao sinérgica das
enzimas chamadas comumente de manosidases, que atuam quebrando as ligacdes
B-1,4. Essas enzimas séo classificadas em diferentes familias de glicosil hidrolases
(GHSs) e, com base no seu modo de agao, podem ser encontradas em dois grupos:

endo-hidrolases que clivam ligacdes glicosidicas localizadas dentro de uma molécula


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9500-9#ref-CR22
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e exo-hidrolases responsaveis por quebrar ligacdes glicosidicas terminais nao
redutoras (Henrissat e Davies 1997). Ambas as endo e exo -B-mananases atuam
liberando mano-oligdbmeros com seus respectivos modos de agédo, como descrito
acima (Chauhan et al., 2012, 2014b, 2014c; Malgas et al., 2015).

Recentemente houve um aumento significativo do interesse de aplicacédo das
manosidases na producédo de mano-oligossacarideos, pois estes acucares possuem
diversas aplicacbes biotecnoldgicas nas industrias alimenticias e farmacéutica.
Algumas destas aplicagbes podem ser enumeradas como: prebidticos para melhorar
a saude humana e animal (Rahmani et al., 2017); suplementacdo de racdo animal
(Odetallah et al., 2002); utilizacdo na industria de papel (Suurnakki et al., 1997); para
pré-tratamento de materiais lignoceluldésicos junto com outras enzimas na
sacarificacao industrial da hemicelulose para a conversao de biomassa em bioenergia
(Sun e Cheng 2002; Ademark et al., 1999). Como ja mencionado, para que a
conversdo desses polimeros em monossacarideos seja eficiente, é necessario a
atuacao de outras enzimas além da manosidases, como galactosidases, glucosidases
e acetil esterases (Chauhan et al.,, 2012). Entretanto, as B-manosidases sé&o
essenciais para que o manano seja hidrolisado completamente (Reddy et al., 2013).
Assim, uma vez que as manosidases convertem manano em mano-oligossacarideos,
elas tém importantes aplicacfes biotecnolégicas onde a degradacdo completa do

manano é necessaria.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9500-9#ref-CR51
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9500-9#ref-CR85
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9500-9#ref-CR75
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9500-9#ref-CR103
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9500-9#ref-CR101
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9500-9#ref-CR1
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2.8. Mineracédo de dados Metagenémicos e Gendmicos a partir de consorcios

Os dados obtidos de analises gendmicas e metagendmicas a partir de amostras
complexas, tais como consorcios microbianos, possuem grande potencial
biotecnoldgico. Estes dados submetidos as analises por ferramentas de bioinformatica
permitem a descoberta de novas enzimas com potencial de aplicacdo em diversas
areas de interesse industrial, tais como biocombustiveis e biorrefinaria de quimicos de
alto valor agregado a partir de biomassa (Rosnow et al., 2017). Com isso, essa
ferramenta permite explorar enzimas de consércios microbianos isolados dos mais
diferentes ambientes tais como, residuos de arvores, residuos de palha de milho e de
cana-de-agucar (Xie et al.,2014; Kishi et al., 2017; Larsbrink, Johan et al., 2017).

Recentemente, em um trabalho publicado por Zhu et al. (2016) e
colaboradores, apds uma analise metagendmica e metaprotedmica de um consércio
microbiano de palha de milho denotou-se a importancia de alguns filos bacterianos:
Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes, nos quais foi possivel identificar um vasto
arsenal de Glicosil hidrolases (GHs) para a desconstrugcdo de material de origem
lignocelulésica. Interessantemente, cada um destes filos considerados prevalentes
estava associado a um nicho metabdlico especifico dentro do consércio de palha de
milho, o que revela a importancia de trabalhar com isolados provenientes de
consorcios.

Outro trabalho recentemente publicado pelo grupo de pesquisa do Laboratério
de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP), Constancio et al. (2020) e
colaboradores, analisaram dois consorcios de bactérias celuloliticas, o primeiro SCS
obtido de amostras de solo de campo de cultivo de cana-de-agUcar (Saccharum
officinarum) e o segundo SCB proveniente de um depdésito de bagaco de cana-de-
acucar em uma usina de etanol. Ambos os consoércios liberaram grandes quantidades
de glicose durante o cultivo e foram capazes de se desenvolver quando avaliadas
diferentes fontes de carbono no meio de cultivo. Também foi detectado em ambos os
cultivos enzimas de interesse industrial como celulases, amilases, lipases e proteases.
Os resultados mostraram que ambos 0s consorcios foram capazes de degradar
celulose, e que eles eram uma fonte eficiente de producdo de enzimas, 0 que

proporcionaria uma nova escolha para uso em diferentes aplicacées biotecnolégicas.
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2.9. Bacteriodetes

Membros do filo Gram-negativo Bacteroidetes estdo espalhados por diversos
nichos ecoldgicos, incluindo habitats marinhos, de agua doce e terrestres, e séo
notavelmente abundantes na microbiota do canal alimentar (Martens et al., 2011;
White et al.,, 2014). A capacidade de quebra e utilizacdo de polissacarideos
empregada por bactérias deste filo esta intimamente relacionada com “Polysaccharide
Utilization Loci” (PULS), os quais sa&o agrupamentos génicos que agem
sinergicamente no reconhecimento, ligacéo, hidrolise e utilizacao de polissacarideos,
um termo utilizado pela primeira vez por Bjursell, Martens e Gordon et al. (2006) para
descrever grupos de genes reguladores que estdo envolvidos no processo de
deteccdo, sequestro, digestdo enziméatica e transporte de complexo de carboidratos.
PULs codificam um complemento de proteinas de ligacdo ao glicano da superficie
celular (SGBPs), transportadores dependentes de TonB (TBDTs), CAZymes (mais
frequentemente GHs, mas também PLs e CEs onde necessita de substrato especifico)
e sensores de carboidratos/reguladores transcricionais (Figura 5). A complexidade de
PULs muitas vezes esta relacionada com a especificidade dos substratos e pode
incluir enzimas auxiliares, como proteases sulfatases e fosfatases (Foley et al., 2016;
Hamaker et al 2014; Martens et al., 2014; Renzi et al., 2015). Esses sistemas
constituem a principal estratégia de aquisicdo de nutrientes implantada pelo filo
Bacteroidetes e, portanto, estdo intrinsecamente ligados a colonizacao de nichos

nutricionais e ao estabelecimento de ecossistemas microbiano.
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X oo 88500500 | Celulose-PUL: GH5, GH9
oo Manana-PUL: GH26
Pectina-PUL: GH43, GH53
Xilana-PUL: GH3,GH10, GH30, GH43, GH9 (B.ovatus),
GH10, CE1 (P, bryantin)

Periplasma

*

* pu

Oligossacarideos o© . Celulose-PUL: GH94
* ( -| Manana-PUL: GH26, GH36
o Enzimas Pectina-PUL: GH2, GH27, GH28, GH35, GH43, GH51, GH105,
Sinal de reconhecimento g K GH106, GH*, PL1, PL 9,PL 11: CE*
e ativagdo do sensor Xilana-PUL: GH10, GH15, GH31, GH67,GH95 ((B.ovatus)
GH3, GH10, GH31, GH43, GH67, GH97, CEI, CE6 (P. bryantin)

Inner Membrane

M ) Citoplasma

* : ;
Y 4* Acucares simples

Modulagdo da expressdo genica Metabolismo a jusante

Figura 5. Imagem mostra o sistema de utilizacdo de polissacarideos (PULS) pelo filo
Bacteroidetes. GH, glicosideo hidrolase; PL, polissacarideo liase; CE, carboidrato
esterase; *, familia nova. Os circulos amarelos representam os monossacarideos que
formam a espinha dorsal de um polissacarideo. As estrelas vermelhas e azuis
representam diferentes grupos na cadeia lateral dos polissacarideos. Fonte: Hao et
al. (2021).

2.10. A Bactéria Chitinophaga sp. CB10

A bactéria gram-negativa Chitinophaga sp. CB10 pertencente ao filo
Bacteriodetes foi isolada de um consércio microbiano proveniente de uma pilha de
bagaco de cana-de-acucar residual da producédo de etanol, obtido anteriormente pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP)
(Constancio et al., 2020). Este isolado teve o Draft de seu genoma montado por Kishi
e colaboradores (2017) tendo seu genoma parcial depositado no NCBI GenBank sob
o0 numero de acesso MLAV00000000. Trabalhos subsequentes do grupo de pesquisa
(Funnicelli, 2018, dados ndo publicados) com o referido consércio microbiano
identificou a capacidade da bactéria CB10 em degradar o polimero
carboximetilcelulose (CMC) motivando a anotacao posterior de genes relacionados a
degradacao de materiais lignocelulésicos (Funnicelli, 2018, dados n&o publicados).

O género Chitinophaga estd associado as comunidades microbianas de
ambientes agricolas e florestais, onde a biomassa vegetal e fungica € degradada
(Larsbrink et al., 2017), sendo intensamente relacionado com a decomposicao de

quitina, além, de apresentar atividade celulolitica (Mckee; Brumer, 2015; Proenca D.N.
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et al., 2017; Sangkhobol e Skerman, 1981) o que incentiva a busca por novos genes
para atuar na degradacao de biomassa lignocelulésica.

Conforme o esperado, considerando o ambiente de origem do microrganismo,
CB10 possui em seu genoma enzimas que estdo intimamente relacionadas com a
capacidade de degradacédo de polissacarideos.

Em continuacéo as pesquisas dadas pelo nosso grupo de pesquisa LBMP, o
recente trabalho publicado por Leonel et al. (2021) e colaboradores, extraido desta
tese de doutorado, reforcou através da técnica de expressdo em tempo real a
atividade de duas B-manosidases pertencentes a familia GH2: CB10-153.446 e CB10-
00347, ambas prospectadas do genoma da bactéria CB10 em cultivo com do bagaco
de cana-de-acucar. As enzimas estudadas demostraram expressao por um periodo
de 144 horas e liberacdo de oligossacarideos (Figura 11) reforcando sua capacidade
de desconstrucdo da parede celular da planta, levando a liberacdo de fracdes de
hemicelulose contendo grupos manana que tém potenciais aplicacdes na sintese de
oligossacarideos para a producao de biocombustiveis, prebioticos, drogas e outros
biocompostos.

2.11. Reacdo em cadeiade polimerase em Tempo Real Quantitativo (RT —gPCR)

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR - “Polymerase Chain Reaction”) € uma
técnica muito utilizada na area de biologia molecular, e tornou-se uma ferramenta
essencial na investigacdo biologica, tendo como finalidade quantificar niveis de
expressdo génica de um determinado gene. A técnica foi descrita pela primeira vez
por Higuchi et al. (1993), na qual desenvolveram um sistema que acoplava uma
camera de video para monitoramento da reacdo durante todos os ciclos. O
mecanismo permitia a deteccdo do aumento da fluorescéncia durante a reacéo,
devido a ligacdo do brometo de etidio as moléculas de DNA de dupla cadeia recém-
sintetizadas (Higuchi et al., 1993), o que se configurou na maior diferenca em relagéo
a técnica de PCR convencional, na qual os dados s&o observados apenas no final da
reacdo. Para a realizacdo da reacdo RT-gPCR em tempo real, é necessaria uma
plataforma que contenha um termociclador, com um sistema éptico para a captacao

dos sinais fluorescentes e também um computador com um software para a aquisicao
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de dados e andlise final da reacao (Novais; Pires-Alves, 2004; Bustin, 2002). A analise
de RT-gPCR é de alta precisdo e sensivel, e requer uma gama de requisitos para que
os dados gerados possuam confiabilidade.

Neste trabalho foi utilizado o corante SYBR® Green como fluoréforo, o principio
de sua deteccéao é se ligar entre a fita dupla de DNA e com a excitacao da luz emitida
pelo sistema Optico do termociclador, emite uma luz verde (Novais; Pires Alves, 2004).
Com isso se tem a possibilidade de observar um ponto no grafico gerado pelo
programa do aparelho de PCR em tempo real, denominado Cycle Threshold (Ct), que
detecta o ciclo no qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial, apresentando
valores logaritmicos que séo utilizados em analises quantitativas. A analise dos dados
pode ser de duas formas: por quantificacdo absoluta, na qual se determina o nimero
de copias relacionado com o sinal de uma curva padrdo, ou por quantificacao relativa,
na qual se relaciona a transcricdo do gene alvo com o numero de coépias de outro

transcrito (Novais; Pires-Alves, 2004; Schmittgen et al., 2008).

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve por objetivo expressar através da técnica de Real time
em tempo real quantitativo (RT-gPCR) duas p-manosidases prospectadas e anotadas
no genoma de Chitinophaga sp. na presenca e auséncia de bagaco de cana-de-
acucar em diferentes tempos de cultivo, e avaliar a capacidade hidrolitica da bactéria
frente a diferentes substratos com complexidade estrutural. Com intuito de
compreender a atividade de uma das enzimas (3-manosidases, foi entdo realizada a
clonagem de uma das enzimas e ensaios de expressdo heterdloga a fim de

caracteriza-la através de estudos cinéticos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Andlise de expressdo em tempo real (RT-qPCR) para a avaliacdo da
expressao génica das duas B-manosidases (CB10-153.446 e CB10-00347) frente a
um controle de expressdo enddégeno (Sigma-A) em diferentes fases de
desenvolvimento de cultivo (lag, log e estacionaria), cultivados na presenca de glicose
ou bagaco de cana-de-agucar como Unica fonte de carbono;
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3.2.2. Avaliacdo da capacidade hidrolitica da bactéria CB10 frente a diferentes
substratos com complexidade estrutural, pelas técnicas de HPLC-RID e DNS;

3.2.3. Clonagem e expressdo heteréloga de uma B-manosidases
(CB10_153.4461);

3.2.4. Extracdo e purificacdo de uma proteina recombinante de B-manosidase
(CB10_153.4461).

4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado utilizando a bactéria Chitinophaga sp. CB10 derivada do
banco de cultura do Laboratério de Bioquimica e Microrganismos e Plantas (LBMP)
na FCAV/UNESP de Jaboticabal. As técnicas utilizadas neste trabalho ndo oferecem
risco ao meio ambiente e para saude humana, encaixando-se nos padrdes de

biosseguranca.

4.1. Predicao dos “Polysaccharide Utilization Loci” (PUL)

As sequéncias de B-manosidases (GH2) utilizadas neste trabalho foram obtidas
por homologia empregando dominios conservados e HMMs (Modelo Oculto de
Markov) pela Dra. Erica Mendes Lopes, através de anotacdo do genoma parcial
sequenciado da bactéria Chitinophaga sp. CB10 de estudos anteriores realizados por
Kishi e colaboradores (2017), o qual estd depositado sob o numero de acesso
MLAV0O0000000 da base de dados do NCBI. As andlises de predicdo dos
“Polysaccharide Utilization Loci” (PUL), Glicosil hidrolases (GHs) e fenética (descrita
no tépico 4.2) foram realizadas pela bioinformética Ms? Michelli Funnicelli utilizando a
ferramenta dbcan2 (Zhang et al., 2018) incluindo a busca por dominio dbCAN
CAZyme (por pesquisa HMMER), refinadas pela busca de motivos conservados curtos
(por pesquisa Hot pep) e bancos de dados do CAZy (por pesquisa DIAMOND), usando
parametros padrao contra o banco de dados CAZy (verséo 2019). A previsao de PUL
putativo foi procedida pelo CGC-Finder (Huang et al.,, 2018) realizado com a
ferramenta dbcan. Os clusters de genes CAZyme (CGCs) sao anotados com base em

genes de assinatura relacionados a (i) CAZymes usando o banco de dados CAZy
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(Cantarel et al., 2009); (ii) A classificacdo do transportador (TCs) foi pesquisada contra
TCDB (Saier et al., 2016) e fatores de transcricdo (TFs) pesquisado contra CollectTF
(Kilic et al., 2014), DBTBS (Sierro et al., 2008) e RegulonDB (Gama-Castro et al.,
2016). A anotacao para CGCs foi realizado usando a ferramenta dbcan2 (Zhang et al.,
2018), os dados ja foram publicados no artigo Leonel et al. (2021), e as sequencias

estao disponibilizadas no material suplementar.

4.2. Analise Fenética

O alinhamento multiplo das sequéncias de proteinas realizado neste estudo
entre as sequéncias da familia GH2 previamente caracterizadas obtidas a partir da
base de dados CAZy (Cantarel et al., 2009), e ndo caracterizadas obtidas da base de
dados BRENDA (Schomburg et al., 2002), foram realizados por T-Coffee (Notredame
et al., 2008) usando o modo mcoffee. A inferéncia fenética foi realizada empregando
o método de neighbour-joining aplicando o modelo de Poisson e delecdo par a par

com 10000 réplicas de bootstrap, usando o software MEGAX (Kumar et al 2016).

4.3. Condi¢cbes de cultivo para a curva de desenvolvimento bacteriano e

analise PCR tempo real quantitativa (RT-gPCR)

Para a curva de desenvolvimento da bactéria CB10, foi utilizado o meio de
cultivo BHB liquido (0,2 g L't MgS04-7H20; 0,02 g L't CaClz2 2H20; 1,0 g L't K2HPOg4;
1.0 g L' KH2PO4; 1,0 g L™"; NH4NO3;0,05 g L™"; FeCls; 10,0 g L™ Glicose, pH 7,0) e
s6lido com a adicdo de agar (6,0 g L™") (Bushnell; 1941), substituindo a fonte de
carbono Glicose (GLU) por 10,0 g L™' de Bagaco de cana-de-acucar lavado, seco,
triturado e peneirado (32 mesh a 0,5mm) (BAG). Para a curva de crescimento, 0s
cultivos contendo a bactéria foram incubados em agitador orbital (30°C /150 rpm) pelo
periodo de 0, 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas. O numero de células viaveis foi
avaliado em meio sélido apds o cultivo preliminar em meio liquido contendo bagaco,
por unidades formadoras de col6nias (UFC) e em meio liquido por densidade oOptica
DOeoo para o tratamento controle (glicose). Para as analises de PCR quantitativo em
tempo real (RT-gPCR), a bactéria foi cultivada como descrito neste item, em meios de

cultivos liquidos. Foram retiradas aliquotas para extracdo de RNA total nos tempos:
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24, 96 e 144 horas, para abrangéncia de todas as fases de desenvolvimento

bacteriano.

4.4. Condigdes de cultivo para as analises de crescimento da bactéria CB10

em diferentes substratos

Para avaliar a capacidade de crescimento em diferentes fontes de carbono, a
bactéria CB10 foi cultivada em meio BHB liquido como descrito no item 4.3,
substituindo a Glicose (10,0 g L™") por diferentes fontes de carbono (10,0 g L™):
Bagaco de cana-de-acucar lavado, seco, triturado e peneirado (32 mesh a 0,5mm)
(BAG), Galactomanana (goma de alfarroba) (GAL); e Aloe vera (ALV) pelo periodo de
96 horas (30°C/150 rpm). A capacidade de desenvolvimento bacteriano em extrato
sélido foi avaliada de maneira similar, utilizando o meio de cultivo BHB sélido para os
mesmos substratos avaliados em meio liquido, acrescido do tratamento
Carboximetilcelulose (CMC). Ap6s a inoculagdo, as placas foram incubadas pelo
periodo de 96 horas em B.O.D a 30°C. A capacidade de degradacéo foi observada
através da formacao dos halos de colénias. Os halos de hidrélise foram revelados pela
aplicacao de Vermelho Congo (1%) por 15 min, seguido de lavagem com NaCl (1 M)

por 10 min (Kasana et al., 2008).

4.5. Cromatografialiquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise do perfil cromatografico dos acucares residuais da atividade metabdlica
bacteriana sobre as diferentes fontes de carbono do meio de cultura foi realizada pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Apos o cultivo da bactéria
CB10, pelo periodo de 96 horas, aliquotas de 1 mL foram submetidas a centrifugacao
(centrifuga Sorvall a 16.266 xg por 30 minutos a 4 °C) e posteriormente filtradas (filtro
Millipore, membrana de 0,22 ym). Em seguida, as amostras foram injetadas no
sistema de HPLC equipado com detector RID (Shimadzu, modelo RID-10A). Aliquotas
de 10 pl foram injetadas e eluidas em uma fase mével de acetonitrila, ou seja, agua
(75:25, vol: vol) nas seguintes condi¢cdes cromatogréficas: temperatura de injecéo de

35 °C, fluxo de 1,0 ml/min. Como controle negativo, 0 meio de cultura foi utilizado em
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tempo zero para cada condi¢cdo de fonte de carbono. Para a quantificacdo, foram

preparadas solugdes padrao de 100 uM de cada agucar padrao (manose, glicose).

4.6. Analise de agucar redutor por acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

A andlise dos acucares redutores residuais oriundos da atividade metabdlica
bacteriana sobre diferentes fontes de carbono foi realizada através da analise de
acucar redutor por acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) como descrito por Miller, (1959).
Apos o cultivo (item 4.3), as culturas foram centrifugadas (16.266 x g por 30 minutos
a 4°C) e uma aliquota de 100 uL do sobrenadante acrescida da mesma proporcéo do
reagente de DNS foi incubada no aparelho de ciclagem de temperatura tipo PCR
Thermo scientific Bio-Rad PTC-100® termal cycler (95°C por 5 minutos, 4° por 1
minuto e 20° por 10 minutos). Apds a reacéo, foi realizada a leitura da absorbancia
540 nm em espectrofotbmetro Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer. A absorbéancia medida foi comparada aos valores de uma curva
padrdao de manose (mw = 180,2 g/mol) entre 0 a 20 mM, para detectar a presenca de

acucares redutores liberados em cada cultivo.

4.7. Experimento de PCR em tempo real (RT-qPCR) para avaliar a expressao

génica dos genes da manosidase

Para realizar a avaliacdo da expressao génica em tempo real (RT-gPCR), foi
necessario desenhar os pares de oligonucleotideos iniciadores (Foward e Reverse)
para as P-manosidases, a partir das sequéncias obtidas do genoma parcial
sequenciado da bactéria CB10 depositado no numero de acesso da base de dados
NCBI: MLAV00000000 (Kishi et al., 2017). As sequéncias foram confirmadas em
bancos de dados (NCBI: http://www.ncbi.nml.nih.gov/) e alinhadas com o programa
Bioedit (Hall, 1999) usando a ferramenta ClustalX 1.5b (Thompson et al., 1994). Os
pares de oligonucleotideos foram projetados com o programa Primer3Express

(software PrimerExpress, Applied Biosystems, versao 7500) seguindo os parametros
descritos por Schmittgen e colaboradores (2008). Para o controle endégeno

“housekeeping” entre os genes candidatos foi selecionado o fator Sigma A rRNA (fator


http://www.ncbi.nml.nih.gov/
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sigma primario da RNA polimerase) este foi identificado como o mais estavel e
adequado quando analisado em softwares recomendados.

Apds o desenho dos pares de oligonucleotideos, foi realizado o processo de
extracdo do RNA total, as bactérias foram cultivadas conforme descrito no item
anterior, e aliquotas de 2 ml das culturas foram centrifugadas (10.000 x g, a 22 ° C
por 10 minutos) para obtencdo do pellet bacteriano. Este foi ressuspenso em 100 pL
de solucéo de lise (0,2 mg mL — 1 lisozima em 1 mL em tampéao TE) e pré-aquecido a
37 °C por 10 minutos (Eppendorf ThermoMixer®) apds prosseguiu-se utilizando o kit
de isolamento de RNA (Mini RNA spin, Synapse biotechnology) seguindo as
instrucdes do fabricante.

Apos obter o RNA total, sua integridade foi avaliada utilizando o dispositivo Agilent
2100 Bioanalyzer (Apéndice A), enquanto que a concentracao foi avaliada usando o
kit de fluorébmetro Qubit® (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Apdés a quantificacdo do RNA total, foi realizada a sintese de RNA em
cDNA, seguindo as instrugdes do fabricante do kit SuperMix SuperScript ™ [l First-
Strand Synthesis (Invitrogen).

Antes de realizar a reacao final de RT-gPCR em tempo real, foi necessario realizar
a padronizacdo das concentracdes por meio de uma curva de diluicio em série no
mesmo equipamento, para isso, utilizou-se as seguintes concentracdes de primers:
100/100nM; 300/300nM e 600/600nM e de: cDNA as seguintes concentracdes: 200
ng; 100 ng; 50 ng; 25 ng; 12,5 ng; 6,25 ng e 3,12 ng; totalizando sete pontos, para
cada gene (Apéndice B). Todos os genes analisados apresentaram eficientes com
valores de R2 igual a 0,99 e EFF%: entre 90 e 106%. Sendo assim, a concentracao
de 130 ng de cDNA mostrou-se com melhores resultados para todos 0s genes
estudados.

Apés a padronizacdo e a escolha das melhores concentra¢cdes como descrito na
Tabela 2, foram realizadas as rea¢fes de amplificagdes das B-manosidases, utilizando
as seguintes concentracdes; 130 ng de cDNA; 6,5 uL de SYBR Green (Thermo Fisher
Scientific) 1,25 pL de cada iniciador (F e R) nas seguintes concentracfes: 100/100 nM
para o gene CB10-153.446, 300/300nM para CB10-00347 e 100/100nM para o gene
SigmaA, em um volume final de reacéo de 12,5 uL (agua ultrapura). O programa de

amplificacédo por PCR consistiu em uma desnaturacéo inicial (94 ° C /5 min); seguido
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por 35 ciclos de amplificacdo (94°C / 40 seg; 56°C / 1 min; 72 ° C / 45 seg) e uma
extensdo final (72°C / 7 min). A PCR quantitativa foi realizada usando Applied
Biosystems 7500 Real-Time versédo 1.3 (Copyright 2001-2004-Applied Biosystems)
(Apéndice C).

Tabela 2. Caracteristicas dos oligonucleotideos usados para a andlise de RT-gPCR

Nome Taman ™m Eficiéncia

A . ’ 2
Nome do gene (ORF) Sequéncia Primer (5° - 3?) ho(pb  (°C) Primer (%) R Slope
)
-mannosidase CB10 F:CCGGTGAATAAAATCGTCA  127pb  57.15 106.8 099 -3.168
00347 R:TTGCCTCCACGAATAATTG
-mannosidase CB10 F:TTCCACTCTTCTCCCATCA 102pb  57.15 92.3 0.994 -3.520
153.4461 R:CGCTTCAAACCATTCCATA
Sigma A rRNA CB10 F:CGCCAACTCAAAATCACTAA  83pb 58.06 90.7 0.994 -3.567

04158 R:TCCACTTTCCCAATCTCCT

Notas: F, primer forward; R, primer reverse, Tm, temperatura melting, R? coeficiente de
determinacéo, pb, pares de base

4.8. Analise de Dados do estudo de PCR em tempo real quantitativa

Para a analise dos dados gerados pela quantificacdo relativa dos niveis de
expressao génica, foi empregado o método de quantificacéo (ciclo de limiar) baseado
no Algoritmo 2722Ct que gera o valor de expresséo do gene alvo normalizado para o
calibrador endégeno. Para cada tratamento (tratamento e controle) foi detectado o
valor de Ct, tanto para o gene alvo quanto para o de referéncia. Este valor representa
0 ponto em que o sinal de amplificacao foi detectado. O valor do Ct do gene alvo foi
subtraido do valor da média do Ct dos trés genes de referéncia para ajustar a reacao
nos diferentes tratamentos de tempos de cultivos analisados, sendo obtido o valor de
ACt. O valor de ACt de cada gene alvo do tratamento (bactéria cultivada com bagaco
de cana-de-acucar) foi subtraido do valor do ACt da amostra controle (calibrador —
bactéria cultivada com glicose) para cada tempo analisado, tendo-se o valor de AACt.
Este valor foi utilizado na formula do nivel de expresséo, onde o niumero 2 representa
a somatoria da eficiéncia do gene alvo e do gene de referéncia, considerando que
ambos os genes possuem 100% de eficiéncia, os dados obtidos foram analisados de

uma maneira relativa, utilizando a metodologia do 224Ct, Este método de andlise
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apresenta os resultados em relagdo ao ACt de um gene normalizador (Schmittgen et
al., 2008).

4.9. Clonagem heterologa

4.9.1. Desenho dos oligonucleotideos iniciadores para a Clonagem heteréloga

Para a clonagem heteréloga da ORF CB10_153.446 B-manosidases (E.C.
3.2.1.25), foram desenhados oligonucleotideos iniciadores especificos (ou primers) de
acordo com a sequéncia génica da proteina de interesse, previamente obtida a partir
do genoma de Chitinophaga sp. CB10, como estdo descritos na Tabela 3. Para a
construcdo foram levados em consideracdo os sitios de restricdo das enzimas
escolhidas: BamHI para o primer Foward e Xhol para o Reverse, coincidentes com os
sitios de clonagem do vetor de expressdo e enzimas que ndo clivavam o gene,
facilitando assim a clonagem e posterior expressao do inserto no vetor pET28a. Os
parametros de amplificacdo foram avaliados com a ferramenta online “PCR Primer

Stats” (Sequence Manipulation Suits, www.bioinformatics.org) com o intuito de

verificar a presenca de auto-pareamentos, formacéo de grampos de GC, temperatura
de “melting”, “hairpins” dentre outros problemas indesejaveis para melhor
amplificacdo. O DNA gendmico de Chitinophaga sp. CB10 foi utilizado como molde
em uma reagéo de PCR contendo os iniciadores descritos. Para a padronizagao inicial
utilizou-se uma DNA polimerase ndo comercial (produzida em nosso laboratério e
gentilmente cedida pelo técnico Jodo Carlos Campanharo). Apos a otimizacdo da
reacao utilizou-se uma DNA polimerase de alta fidelidade (Platinum Tag High Fidelity
- Invitrogen). O tamanho fragmento de DNA amplificado apresentou o tamanho de
aproximadamente 2539 pb, e foi restrito utilizando as enzimas BamHI e Xhol seguido
de purificacdo em colunas utilizando o kit “DNA Clean e Concentrator” (Zymo

Research, Irvine, California, EUA) seguindo as orientacdes do fabricante
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados na clonagem heteréloga da ORF.
CB10_153.4461 B-manosidases

Endonuclease Tamanho do
de restricao Sequéncia 5° — 3’ de cada oligonucleotideo fragmento (pb)

F: BamHI TATAQggatccCAGGTAGACACGCTGAAG 2539

R: Xhol TATATACtcgagTTATTTTTTATAAGTGTCAACCAAC

Notas: F, primer forward; R, primer reverse, pb, pares de base

4.9.2. Clonagem da proteina recombinante

Com o intuito de clonagem da ORF de interesse, foi extraido o DNA plasmidial do
vetor pET28a utilizando o kit “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega, Madison, Wisconsin, EUA)”, seguindo as especificacbes do fabricante,
quantificado em aparelho NanoDrop e visualizado por eletroforese em gel de agarose
1% (p/v) contendo brometo de etideo (0,5 mg.uL). A imagem do gel foi documentada
utilizando o aparelho Gel Doc 100 (através do software Image Lab version 6.0.1
BioRad, Hercules, Califérnia, Estados Unidos da América). Em seguida, o DNA
plasmidial foi submetido a uma reacdo de restricdo com as enzimas especificas (F:
BamHI e R: Xhol) e desfosforilagdo com a FastAP “Thermosensitive Alkaline
Phosphatase” (Thermo Fisher Scientific). O vetor linearizado obtido foi purificado em
colunas conforme anteriormente descrito para o inserto. Posteriormente o amplicon e
o vetor foram submetidos a reacéo de ligagdo com a enzima DNA ligase T4 (Thermo
Fisher Scientific) a 16 °C durante 16 horas. O vetor recombinante pET28a foi
transformado por meio de choque térmico em células competentes de Escherichia coli
BL21 DE3 (New England Biolabs) desenvolvidas para clonagem e expresséo de
proteinas recombinantes. A confirmacéo da clonagem foi realizada a partir de PCR de
colénias, bem como por sequenciamento do vetor recombinante pelo Sanger ABI 3130
XL (Applied Biosystems®) de acordo com as instru¢cdes do fabricante, utilizando os
“‘primers” de sequenciamento do vetor (T7 “forward” e T7 “reverse”). Os vetores
recombinantes contendo o gene de interesse (clones) foram coletados, adicionados
em meio Luria Bertani (LB) contendo o antibiético canamicina 50 pg.mL* e cultivados
a 37 °C durante 16 horas. Apds esse periodo, uma aliquota de cada clone foi coletada

(800 uL) e adicionada em tubos contendo glicerol (20% v/v), congeladas em nitrogénio
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liquido e armazenadas a -80 °C. Apds, foi selecionado os clones positivos para o0s

ensaios de expressao.

4.9.3. Extracéo da proteina recombinante

Com intuito de expressar a B-manosidase previamente transformada em
células competentes de E. coli, como descrito no item 4.11.1, uma col6nia isolada foi
inoculada em meio LB contendo canamicina a 50 yg.mL* , e deixada sob agitacéo
constante a 37°C até atingir a fase logaritmica de crescimento, com D.Osoo entre 0,4
e 0,6. A cultura foi entdo induzida com 0,1-05 mM de isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG), e ap6s 6 horas de cultivo, centrifugada a 10.000 xg por
20 minutos a 4°C, a fim de analisar a expressao da proteina de interesse em
comparacao as proteinas totais. A confirmacdo da expressdo das proteinas foi
avaliada através da técnica de eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 10%
- SDS-PAGE (Laemmli, 1970). As amostras foram previamente incubadas a 100°C
por cinco minutos em tampdo de amostra (glicerol, 20%; SDS, 4%; de pB-
mercaptoetanol, 5%; azul de bromofenol [0,02%]; Tris-HCIl, 6mM pH 6,8), a seguir,
aplicada em gel de poliacrilamida 10% contendo SDS. A separacao de proteinas foi
realizada através da aplicacdo de campo elétrico (125 V e 25 mA). Apos o gel foi
corado pelo método de Azul de Comassie (0,2% Azul de Comassie, 40% Metanol,
10% Acido Acético) e descorado em solucdo contendo 10% de &cido acético (v/v). A
extracdo da proteina iniciou-se pela ressuspensao do pellet bacteriano obtido apds a
expressdo em tampao de extracdo [20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 10 mM
imidazol, 10% (v/v) glicerol] acrescido de 10 mg.mL* de Lisozima. Ap6s 30 minutos
no gelo, as amostras foram rompidas no aparelho Branson Sonifier 250 (Branson,
Connecticut, EUA) e centrifugadas por 20 minutos, a 4°C, 17.000 xg, para separagao
de extratos soluveis e insoluveis. A fracdo resultante de cada etapa, da extracdo foi
analisada por SDS-PAGE conforme descrito e o primeiro extrato foi utilizado para a

purificacao.

4.9.4. Purificagdo da proteina recombinante
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Apoés a expressao como descrito no item 4.9.3, foi realizado a purificacdo por
afinidade da proteina utilizando uma coluna carregada com niquel (Ni 2+ - NTA) o que
permite a purificacdo de proteinas com cauda de histidina (6xHis tag). Para isso o
primeiro extrato foi incubado durante 1 hora a 4°C sobre agitacdo com 3,5 mL de
resina Ni2+ -NTA (Qiagen, Hilden, Germany) e tampdao fosfato de sodio pH 8,0
contendo 20 mM de imidazol. Apds o periodo de incubacéo, a amostra composta pelo
extrato acrescido de resina, foi depositada em uma coluna de cromatografia Poly-Prep
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), e submetida a um gradiente de imidazol nas
concentracfes; 5 mM,10 mM,15 mM,50 mM,100 mM,1 M. Os extratos resultantes de

cada etapa foram analisados por SDS-Page.

4.10. Analise dos dados
Todas as determinacbes foram realizadas em triplicatas e os resultados

apresentados como valores meédios acrescidos do respectivo desvio padrao.

5. RESULTADOS
5.1. Anotacdo de uma CB10 B-manosidases: GH2 convencional versus

CAZymes semelhantes associadas a Pul-like

Duas B-manosidases GH2 previstas foram anotadas funcionalmente por
homologia e prospeccédo para dominios conservados do genoma sequenciado de
Chitinophaga sp. CB10, uma bactéria gram-negativa pertencente ao filo
Bacteroidetes, isolada de um consoércio microbiano advindo de biomassa
lignoceluldsica (Kishi et al., 2017; Constancio et al., 2020). As B-manosidases
anotadas (CB10-153.446 e CB10-00347) compartiiharam menos de 27% de
identidade entre si  (cobertura “Query coverage” de 58%, Blastp,
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A CB10-00347 foi anotada dentro do

“Polysaccharide Utilization Loci” (PULs), um complexo de gene que age
sinergicamente no reconhecimento, ligacéo, hidrolise e utilizacao de polissacarideos,
(Figura 6), enquanto a CB10-153.446 nao mostrou qualquer associagdo com

agrupamentos enzimaticos especificos.
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Figura 6. Anotacao de genes agrupados em “semelhantes a PULs” associados com
CAZyme GH2 B-manosidase CB10-00347, obtido de Chitinophaga sp. CB10. A
anotacdo foi realizada por meio do programa CGC-Finder. As sequéncias de GH2
identificadas em estudos anteriores foram anotadas usando a ferramenta dbcan2
(Zhang et al., 2018). A previsédo do PUL putativo foi realizada pelo CGC-Finder (Huang
et al., 2018). Os clusters de genes CAZyme (CGCs) foram anotados com base em
genes de depositados relacionados (i) CAZymes usando o banco de dados CAZy
(Cantarel et al.,2009); (ii) Transporter Classification (TCs) foram pesquisados contra
TCDB (Saier et al., 2016), e Transcription Factors (TFs) pesquisados contra CollectTF
(Kilic et al.,2014), DBTBS (Sierro et al., 2008) e RegulonDB (Gama-Castro et al.,
2016). A anotacao para CGCs foi realizada usando a ferramenta dbcan2 (Zhang et al.,
2018). Legenda: CAZyme, “Carbohydrate-Active Enzymes”; nulo, ndo anotado; STP,
proteinas de transducao de sinal; TC, classificacdo do transportador; TF, fator de
transcrigao.

5.2. CB10 B-manosidase: GH2 CAZymes mais préximas de Bacteroides spp.

Com o objetivo de buscar uma melhor caracterizagdo, as B-manosidases de
CB10 foram comparadas a dois conjuntos de dados: o de B-manosidases obtidas do
banco de dados Cazy (http: / /www.cazy.org/), correspondendo a enzimas
funcionalmente caracterizadas e identificadas de acordo com o grupo GH2, e as B-
manosidases obtidas do banco de dados Brenda (https://www.brenda-enzymes.org/),
correspondentes as sequéncias funcionais preditas. Como resultado, a CB10 (-
manosidases mostraram um alto grau de novidade: CB10-153.446 (“Query coverage”
de 99%) compartilhou 43,59% de identidade com uma B-manosidase de Bacteroides
thetaiotaomicron, enquanto CB10-00347 (Query coverage 91%) compartilhou apenas
27,93% de identidade com uma -manosidase de B. xylanisolvens. Com o objetivo de
visualizar a distribuicdo por grupos de maior similaridade para as sequéncias, estas
foram submetidas a uma analise fenética, tendo como padréo as sequéncias do Cazy

caracterizadas experimentalmente. O resultado da arvore fenética € mostrado na
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Figura 7, onde é possivel observar que a maioria das sequéncias foram agrupadas
em cinco clados. Embora tenham sido agrupadas em diferentes clados (Clados A e
E), as duas sequéncias de (3-manosidases putativas de CB10 foram agrupadas com
as sequéncias que ja haviam apresentado maior similaridade com a analise de Blastp,
correspondendo as P-manosidases de bactérias do género Bacteroides (filo
Bacteroidetes). A sequéncia de CB10-153.446 se agrupou no maior clado (Clado A),
sendo que a sequéncia mais proxima de B-manosidase é a de BtMan2A de
Bacteroides tetaiotaomicron (Q8AAKG6), uma [(-manosidase experimentalmente
caracterizada por cristalografia raios-X, que contém o0s seguintes dominios
conservados: “Glyco_hydro_2”; "Mannosida se_ig" e Ig_manosidase.

A B-manosidase CB10-00347, por sua vez, agrupou-se com as sequéncias de
Bacteroides xylanisolvens (D4VPT7) e B. vulgatus (AOAOPOL162) no clade E.
Infelizmente, estas sequéncias do banco de dados Brenda ndo foram previamente
caracterizadas, enquanto que as sequéncias caracterizadas do banco de dados NCBI
mais préximas a CB10-00347 foram B-manosidases de eucariotos (Q5H7P5.4 e
Q75W54.3). Do ponto de vista dos dominios funcionais, as sequéncias mais proximas
da B-manosidase putativa CB10-00347 apresentaram 0S seguintes respectivos
conjuntos de dominios conservados: 4VPT7, proteina do dominio tipo C F5/8 e Beta-
manosidase; AOAOPOL162, Glyco _hydro 2 e Glyco _hydro_2 C.
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Figura 7. Dendrograma fenético gerado pelo programa MEGA 5 para 3-manosidases.
A analise foi realizada com base na matriz de distancias gerada a partir de um
alinhamento feito pelo T-coffee, utilizando o método de otimizacdo de agrupamento
Neighbour Joining (Saitou et al.,1987). A porcentagem de arvores replicadas nas quais
0s taxons associados se agruparam no teste de bootstrap (10.000 réplicas) é
mostrada ao lado dos ramos (Felsenstein et al.,1985). A arvore € desenhada em
escala, com comprimentos de galhos nas mesmas unidades, com base na
similaridade; as distancias foram calculadas usando o método de correcdo de Poisson
(Zuckerkandl et al.,1965) e estdo nas unidades do numero de substituicbes de
aminoacidos por local. A analise envolveu 36 sequéncias de aminoacidos. Todas as
posi¢coes contendo lacunas e dados perdidos foram eliminadas. Havia um total de 330
posicbes no conjunto de dados final (Kumar et al., 2016). Circulo e Triangulo:
respectivamente, 3-manosidases CB10-153.446 e CB10-00347.
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5.3. Padréo de crescimento de CB10 contra diferentes fontes de carbono

Foi avaliada a capacidade de crescimento da bactéria Chitinophaga sp. CB10
através da formacédo de colbnias contra quatro fontes de carbono de diferentes
complexidades estruturais: Glicose; Galactomanano da goma de alfarroba;
Carboximetilcelulose (CMC); Polpa extraida de folhas de Aloe vera (Figura 8). Apos o
cultivo, as placas foram coradas com Vermelho Congo para destacar o contorno da
colbnia e possiveis halos. Como pode ser visto nas placas de polissacarideo coradas
com vermelho do Congo (Figura 8), pode-se observar o consumo do polissacarideo
nas regides limitrofes da colénia, marcadas por regiées mais claras que o entorno,

sem grandes sinais de disperséo pela placa.

A B C D

\»

Figura 8. Placas de meio de 4gar BHB suplementadas com diferentes substratos (10,0
g L-1), resultantes do cultivo apés 96 horas, respectivamente, (A) Glicose, (B)
Galactomanana (Goma de alfarroba de Ceratonia siliqua), (C) Carboximetilcelulose
(CMC), (D) Aloe vera. As placas inferiores representam os tratamentos B-E corados
com Vermelho Congo (1%).

Além do cultivo estatico em meio solido, as culturas foram feitas sob agitagédo
em meio liquido, visando a quantificacdo dos acucares liberados por hidrolise por
técnicas de CLAE e DNS, para substratos polissacarideos naturais. A avaliacdo do
acetomanano e polissacarideos de galactomanana (McKee et al., 2019) foi feita
respectivamente para os derivados de Aloe vera e goma de alfarroba (Ceratonia

siliqua). Além disto, foi realizada a quantificacdo dos acucares liberados do cultivo da
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bactéria Chitinophaga sp. CB10 em bagaco de cana-de-acucar, que € a biomassa de
onde a bactéria foi isolada, cuja hemicelulose é composta predominantemente de L-
arabino- (4-O-metil-D-glucurono) -D-xilano, contendo pequenos tracos de D-manose
(Brienzo et al., 2016). A cultura liquida sob agitacdo pode proporcionar uma melhor
assimilacdo dos nutrientes, permitindo a interacao das particulas em solucédo com as
células bacterianas, a0 mesmo tempo pode levar a disperséo e diluicdo das toxinas
produzidas pelo metabolismo bacteriano, o que nao ocorre muito bem em uma cultura
sélida. A CB10 foi capaz de se desenvolver vigorosamente nesses substratos ao usa-
los como a unica fonte de carbono no meio BHB, o que indica a versatilidade de seu
metabolismo. Entretanto, os oligossacarideos liberados no meio de cultura foram
consumidos quase que inteiramente em seu desenvolvimento, de forma que os
residuos sobressalentes foram suscetiveis a deteccdo por HPLC-RID apenas para o
substrato galactomanano, como pode ser visto na Figura 9, que mostra 0s
cromatogramas do perfil de aclUcares detectados por CLAE-RID do meio de cultura
com galactomanana apOs cultivo bacteriano (em azul) sobrepondo o controle de
tratamento (em vermelho) e o padréo de manose (em preto). Na curva cromatografica
correspondente ao sobrenadante da cultura bacteriana (Fig. 9, azul), observa-se a
presenca de dois picos, um referente a manose (retencdo em 8,7 min) e 0 outro
correspondente a galactose (retencdo de 7,3 min), além do pico maior, que
aparentemente € um artefato da corrida cromatogréfica, correspondendo ao solvente
da fase mével (4,3 min). A presenca desses aglcares, ausentes no controle, fornece
evidéncias da atividade metabodlica do CB10 sobre o substrato de galactomanana,
uma vez que a conversao de galactomanana em monossacarideos D-manose e D-
galactose requer a agcdo de pelo menos duas enzimas, B-manosidase e a-
galactosidase (embora outras enzimas sejam necessarias para que iSso aconteca
com eficacia). A quantificagdo dos carboidratos das amostras foi realizada por
calibracdo externa na faixa dindmica de trabalho de 12 a 100 mMol e permitiu a
deteccdo de 12,34 mMol de manose nas culturas de CB10 em BHB suplementado
com galactomanana. A analise de DNS corroborou com os dados obtidos pela analise
de CLAE-RID, de forma que as culturas com BAG e ALO nao permitiram a detecgao

de acucares liberados por hidrolise, mesmo quando as amostras foram concentradas
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5X. Para a cultura de galactomanana, o ensaio de DNS permitiu estimar a quantidade

de aclcares redutores liberados em 2,32 ug.mL™.

‘Galactomannan non hydrolyzed

‘Galactomannan hydrolyzed
0.024 ) N F0.02
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0.00 —_— —_—— 0.00
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Figura 9. Cromatogramas do perfil de acucar detectados por CLAE-RID do meio de
cultura com CB10 cultivado com galactomanana, demonstrando a degradacédo do
polissacarideo gerando manose (Azul), como foi evidenciado pela comparacao da
sobreposicdo do padrdo de solucdo pura que demonstra a localizacdo do pico de
manose (preto), que estd ausente na amostra de controle (meio de cultura sem cultivo,
vermelho).

5.4. Expresséo diferencial de B-manosidases na presenca de bagago versus

glicose

Foi realizada uma analise de expressao em tempo real para duas [3-
manosidase GH2, CB10-153.446 e CB10-00347 em bagaco (BAG) e em glicose
(GLU, controle). Inicialmente, foi analisado o crescimento da CB10 contra o tratamento
BAG e o controle GLU como fontes de carbono, visando identificar o perfil de
desenvolvimento bacteriano em cada uma das culturas. A Figura 10 mostra as curvas
de desenvolvimento da bactéria CB10 no meio de cultura minimo BHB para os
tratamentos BAG e GLU, pelas respectivas técnicas: contagens de Unidades
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Formadoras de Colbnias (UFC) e densidade oOptica (ODsoo). A fase preparatéria de
adaptacado das culturas (Lag) apresentou ligeira diferenciacéo inicial e, por até oito
horas, ambos o0s tratamentos permaneceram com multiplicacdo celular
aparentemente muito abaixo do limite de detec¢do das técnicas utilizadas. A fase de
adaptacao foi mais curta para o tratamento GLU, estendendo-se por até 24 horas,
quando o cultivo mudou para crescimento exponencial. Para o tratamento de BAG,
essa fase de adaptacdo foi mais longa, passando por um periodo de multiplicacéo
lenta por até 72 horas, quando a fase log realmente comecou. Considerando a
natureza distinta das fontes de carbono analisadas, essa diferenca nas fases de
adaptacao é totalmente compreensivel, uma vez que a glicose é um agucar simples,
facilmente absorvivel pela maioria das bactérias e processado em seu metabolismo;
enquanto a biomassa lignocelulésica é uma fonte de carbono extremamente
complexa, exigindo a expressédo induzida de varias enzimas e consequentemente uma
fase de adaptacdo mais longa. Ambas as curvas diminuiram em 144 horas de cultivo,
fato que pode ser justificado tanto pela escassez de nutrientes quanto pelo aumento
de rejeitos celulares potencialmente toxicos. O padrdo de crescimento da bactéria
CB10 orientou a escolha dos pontos a serem analisados por PCR em tempo real (RT-
gPCR), correspondendo a 24 (fase lag), 96 (fase estacionaria) e 144 horas (fase de

declinio).
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Figura 10. Curvas de crescimento bacteriano de Chitinophaga sp. CB10, em meio de
cultura BHB sélido com bagaco de cana de acucar por Unidade de Contagem de
Coldnias (UFC) e em meio de cultura BHB liquido adicionado de glicose por leitura de
densidade o6ptica (DOs00).

Os resultados dos niveis crescentes de expressao génica em amostras da
bactéria CB10 cultivadas no bagaco da cana-de-acucar as 24, 96 e 144 horas em
relacdo aos mesmos periodos de cultivo de glicose (controle negativo de inducéo de
expressado) sao ilustrados na Figura 11. Observa-se que no periodo de 24 horas os
niveis de expressdo de ambas as enzimas permaneceram basais e iguais, ambos
muito baixos quando comparados aos obtidos nos periodos de 96 e 144 horas. Apos
96 horas, observou-se uma condi¢do de inducdo da expressdo génica diferente do
controle ndo induzido (glicose) e o nivel de expressao constituinte do controle
enddgeno (SigmaA), com os respectivos niveis dos valores de 222t para CB10-00347
e CB10-153.446, apresentando um aumento na expressao de 4,8x e 5,6x, sendo,
portanto, menor para B-manosidase localizada na via PUL-like. Curiosamente, 0s

periodos de 96 horas e 144 horas mostraram uma alta estabilidade do nivel de
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expressdo génica especifica para cada gene ao longo do tempo, e 0s respectivos

valores permaneceram praticamente 0s mesmos para os dois tempos.

Nivel de expressao
[¥¥]

24 horas 96 horas 144 horas

Tempo (horas) = CB10-153.446 = CB10-00347

Figura 11. Nivel de expressdo dos genes de [-manosidases, respectivamente
associados (CB10-00347) e nao associados (CB10-153.446) a aglomerados
semelhantes a PUL, calculados usando o método 2-22Ct para Chitinophaga sp. CB10
em meio de cultura BHB liquido com bagaco de cana-de-acUcar em relacdo ao
controle enddégeno (SigmaA) e inducdo enzimatica negativa (glicose), nos periodos de
24; 96 e 144 horas.

5.5. Clonagem da proteina recombinante

Para a clonagem do gene de B-manosidases (ORF CB10_153.446) foram
desenhados oligonucleotideos especificos de acordo com a sequéncia génica da
proteina de interesse, previamente obtida a partir do genoma de Chitinophaga sp.,
como estéo descritos na Tabela 3. Para a construcéo foi levado em consideracdo os
sitios de restricdo das enzimas escolhidas BamHI e Xhol, coincidentes com os sitios
de clonagem do vetor de expressdao e enzimas que ndo clivavam o gene,
respectivamente, facilitando assim a clonagem e posterior expressao do inserto no
vetor pET28a. Os parametros de amplificacdo foram avaliados com a ferramenta

online “PCR Primer Stats” (Sequence Manipulation Suits, www.bioinformatics.org)
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com o intuito de verificar a presenca de auto-pareamentos, formacédo de grampos de
GC, temperatura de “melting”, “hairpins” dentre outros problemas indesejaveis para
melhor amplificagdo. O DNA gendmico de Chitinophaga sp. foi utilizado como molde
em uma reacao de PCR, utilizou-se uma DNA polimerase ndo comercial (Figura 12 A,
1). Apos a otimizacdo da reacao utilizou-se uma DNA polimerase de alta fidelidade
para a amplificacdo definitiva (“Platinum Taq High Fidelity” - Invitrogen) (12.A, 2).
Conforme esperado, o fragmento de DNA amplificado apresentou o tamanho de
aproximadamente 2500 pb. Os fragmentos obtidos foram entdo clonados em vetor
pET28a (Novagen, Figura 12.B) e transformados em células competentes de
Escherichia coli BL21 DE3 (New England Biolabs). As constru¢cdes obtidas foram
avaliadas por sequenciamento e digestdo enzimatica, o clone positivo foi entdo
utilizado para os ensaios de expresséo (Figura 12.C), conforme melhor descrito no

item 5.6. a seguir.

A B C

T0 T2 T4 T6_

3 Kb "EI}%EM
2Kb

30°C 37°C

Figura 12. Construcao de vetor de expressao pET28a+ -manosidase. A. Amplificacao
de fragmento B-mannosidase (2613pb) analisado por eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo (0,4 yg.mL*). Amostras: M: Marcador de massa
molecular 1Kb DNA ladder (Fermentas); CN Controle negativo da reacéo; 1: amostra
amplificada com DNA polimerase ndo comercial e 2: amostra amplificada com DNA
polimerase de alta fidelidade (Platinum Taq High Fidelity - Invitrogen). B. Vetor
pPET28a; C. Teste de inducdo de expressao enzimatica nas temperaturas de 30°C e
37°C (0,21mM IPTG). Amostras: M1: marcador de tamanho molecular Bio-Rad Dual
Color; TO, células sem indugéo com IPTG; T2-T6 células sob indug¢do no periodo de 2
horas até 6 horas.
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5.6. Extracdo e purificacdo da proteina recombinante

Para os ensaios de expressao, colonias isoladas de clones contendo vetor
de expressao pET28a/BL21DES3 ligado ao gene de interesse foram cultivadas em pré-
inoculo (cultivo por 16 horas) a 2% para um volume de 1 L de cultivo final (meio Luria-
Bertani, suplementado com 50ug.mL! de canamicina), em agitador orbital a 37°C, 200
rpm. Apos adicdo do pré-indculo, a suspenséo celular foi cultivada até atingir D.Oeoo
0,5-0,6 (T0) mostrados na Figura 13. Apés este periodo, as células foram cultivadas
sob inducdo com IPTG nas concentracfes de 0,21mM, 0,5mM e 1,0mM na temperatura
de 30°C, pelo periodo de 6 horas. Analisando a Figura 13 de expressdo, e
comparando o tempo inicial (To) sem a inducéao do IPTG com os demais tempos com
a inducédo (T2-T6) observa-se que a expressao nao foi perceptivel. Existe uma banda
na altura esperada, mas como ela esta presente no controle sem inducéo (T0), e seu
nivel de expresséo aparece aparentemente igual ao longo do tempo de inducéo de 2
a 6 horas (T2, T4 e T6), tudo indica que ou se trata de uma banda do préprio
hospedeiro (E. coli BI21 DE3) ou a expressdo se deu em nivel basal mesmo sem

indutor, mas se manteve nos mesmos niveis de forma néo diferencial apos a inducao.

M TO T2 T4 T6 M TO T2 T4 T6 M TO0 T2 T4 T6
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Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) Teste de inducdo de
expressdo enzimatica nas temperaturas de 30°C nas concentracdes de 0,1mM,
0,5mM e 1,0mM IPTG. Amostras: M: marcador de tamanho molecular Bio-Rad Dual
Color; TO, células sem inducéo com IPTG; T2-T6 células sob indu¢do no periodo de 2
horas até 6 horas. A seta preta indica aonde a banda de expressao deveria estar, em
aproximadamente 100 kDa.
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A fim de otimizar a expressdo foram realizados outros testes expressao
alterando as temperaturas para 25°C e 37°C com a inducéo de 1,0 mM de IPTG. O
tempo inicial sem a inducéo (TO) comparado com os demais tempos com a indugéo
(T2-T6) demonstra igualmente auséncia de éxito na expressao.

M TO0T2 T4 Té6 M T0 T2 T4 T6

ot :ue
.| oy _""F

o "

I
3

25°C 37°C

Figura 14. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page). Teste de inducéo de
expressao enzimatica nas temperaturas de 25°C e 37°C nas concentracdes de 1,0mM
IPTG. Amostras: M: marcador de tamanho molecular Bio-Rad Dual Color; TO, células
sem inducédo com IPTG; T2-T6 células sob inducéo no periodo de 2 horas até 6 horas.
A seta preta indica aonde a banda de expressao deveria estar, em aproximadamente
100 kDa

Apoés a tentativa de expressao em diferentes condi¢cfes, foi realizada uma
tentativa de purificacdo da proteina obtida mesmo em niveis basais de expresséao, a
fim de obter a proteina mesmo que em baixas concentracdes. A Figura 15 mostra as
respectivas extracdes (superior, A-C) e purificacdes (inferior D-F) nas condi¢cbes de
extracdo da proteina nativa sendo: (A): extracdo com tampado sem imidazol contendo
100 mM de NaCl; (B): extragdo com tampéao contendo 20 mM de imidazol e 100 mM
de NacCl;(C): extragdo com tampé&o contendo 20 mM de imidazol e 200 mM de NacCl.
ApoOs a extracdo, o primeiro extrato de cada um dos respectivos tratamentos foi
utiizado para a purificagdo (D-F) com coluna de afinidade de histidina nas
concentragbes de 5 mM,10 mM,15 mM,50 mM,100 mM,1 M de Imidazol.

Nenhum dos métodos utilizados resultou em a proteina purificada. No gel (F),
referente a purificacdo obtida a partir da extracdo utilizando 200 mM de NaCl é
possivel visualizar duas bandas nas fracbes 2 e 3 de imizadol, mas o tamanho da
banda (150 KDa) ndo corresponde a proteina de interesse (aproximadamente 100

KDa), podendo ser uma banda presente da E.coli.
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Figura 15. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page). Testes de purificagao
de expressdo enzimatica nas temperaturas de 37°C nas concentracdes de 1,0 mM
IPTG. Amostras: M: marcador de tamanho molecular Bio-Rad Dual Color; Sendo A
extratos de extracdo da proteina nativa sem imidazol (1°-4° fragcbes da extracdo), D
extratos de purificacdo da proteina 1° fracdo do extrato sem imidazol e os demais (2°
ao 6°) com imidazol nas concentra¢des 15 mM,50 mM,100 mM,1 M, Sendo B extratos
de extragdo da proteina nativa com imidazol com a adi¢cdo de NaCl 100 mM (1°-4°
fracOes da extracéo), E extratos de purificacdo da proteina com imidazol com a adicédo
de NaCl 100 mM: 5 mM,10 mM,15 mM,50 mM,100 mM,1 M totalizando 6 extratos (1°
ao 6°), Sendo C extratos de extragdo com imidazol com a adicdo de NaCl 200 mM
(1°-4° fracBes da extracdo), F extratos de purificacdo da proteina com imidazol com a
adicdo de NaCl 200 mM: 5 mM,10 mM,15 mM,50 mM,100 mM,1 M totalizando 6
extratos (1° ao 6°). A seta branca indica aonde a banda de purificagéo deveria estar,
em aproximadamente 100 kDa.

6. DISCUSSAO

6.1. Anotacdo de uma CB10 B-manosidases: GH2 convencional versus

CAZymes semelhantes associadas a Pul-like

Bactérias do filo Bacteroidetes sdo agentes degradadores de carboidratos
complexos que codificam coletivamente uma ampla diversidade de GHs em seus
genomas, incluindo enzimas secretadas convencionais e enzimas especiais
localizadas em grupos de genes denominados " Polysaccharide Utilization Loci ", ou

PUL (Thomas et al., 2011; El Kaoutari et al., 2013). Os PULs possuem mecanismos
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bastante complexo, com a organizacdo de algumas carboidrases fixadas na
membrana plasmatica ou confinadas no espaco periplasmatico, além da presenca de
canais especificos para a entrada de oligossacarideos nas células (SusC/TonB) e
proteinas ligantes de polissacarideos (SusD), estas ultimas atuando para conectar
bactérias a fonte de carbono. Cada PUL codifica proteinas especificas envolvidas no
reconhecimento, ligacédo e hidrélise de um tipo particular de carboidrato (Martens et
al., 2009). Um exemplo disso pode ser observado em um estudo recente em que a
bactéria Chitinophaga pinensis em cultivo com conjugados de manana induziu a
expressdo de hidrolases ativas de carboidratos, provavelmente pela acdo de PULs
(Larsbrink et al., 2017). Do ponto de vista do arsenal enzimatico biolégico, a bactéria
Chitinophaga sp. CB10 do filo Bacteroidetes objeto deste estudo, € extremamente
promissora, contendo uma variedade de CAZymes (350 dominios previstos), e
estudos ainda em andamento indicam fortemente que CB10 é uma nova espécie do
género Chitinophaga (Funnicelli, 2018, dados nédo publicados). A maioria desses
CAZymes corresponde a GHs (202), dos quais 27% estavam localizados em cerca de
trinta vias semelhantes a PUL identificadas ao longo de todo o genoma, incluindo uma
GH2 B-manosidases semelhante a PUL associada (CB10-00347, Figura 6) e uma
GH2 B-manosidases sem associacao a qualquer grupo de genes (CB10-153.446). A
analise de homologia dessas enzimas por alinhamento global (BlastP/NCBI) contra o
banco de dados "UniProtKB/SwissProt ndo redundante" indica um alto grau de
novidade, uma vez que as sequéncias compartilham entre 28-43% de identidade com

enzimas previamente caracterizadas (Funnicelli 2018, dados néo publicados).

6.2. CB10 B-manosidase: GH2 CAZymes mais proximas de Bacteroides

spp.

Nos resultados do dendrograma fenético (Figura 7) a sequéncia de CB10-153.446
agrupou-se com a sequéncia Q8AAK6, uma GH2 B-manosidase de Bacteroides
tetaiotaomicron, denominada BtMan2. B. thetaiotaomicron pertence a microbiota
intestinal humana natural e tem um papel importante no equilibrio da saude humana.
A BtMan2 apresentou um pH étimo de 5,6 e tolerancia térmica de até 58 °C, o que

pode ser especialmente util para processos industriais. Curiosamente, a enzima
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mostrou-se completamente resistente a ataques proteoliticos, indicando que é uma
enzima adequada para atuar como uma hidrolase extracelular. Essa resisténcia é
perfeitamente compativel com sua adaptacao a seu ambiente, uma vez que o intestino
é rico em secrecdo de enzimas proteoliticas (Tailford et al., 2007). Por inferéncia de
homologia, esses resultados contribuem com a hipétese de que CB10-153.446 € uma
enzima extracelular, o que é reforcado por anotacdes sem associacdo a qualquer
cluster PUL.

Por sua vez, a sequéncia putativa da GH2 3-manosidase CB10-00347 agrupou-se
com as sequéncias ainda nao caracterizadas, de forma que mais estudos seréo
necessarios para entender seu papel no metabolismo de Chitinophaga sp. CB10.
Além disso, a CB10-00347 foi prevista pelo software Prokka como um "precursor de
exo-beta-D-glucosaminidase", provavelmente devido a um de seus trés dominios ser
reconhecido no Banco de dados do Pfam (http://pfam.xfam.org/): dominios
Glyco_hydro 2, Glyco _hydro 2C e Exo-beta-D-glucosaminidase. De acordo com
Co6té e colaboradores (2006), varias exo-beta-D-glucosaminidase (GlcNase) foram
anotadas em bancos de dados como B-manosidases putativas, o que dificulta a
predicdo por homologia, frequentemente exigindo etapas experimentais para a
classificacéo correta. Além disso, CB10-00347 teve um nivel de expressao substancial
no bagaco, que ndo possui nenhum substrato GlcNase (ou seja, hidrolisados de
quitosana, muitas vezes de fontes de fungos), o que sustenta a hip6tese de que se

trata de uma nova [3-manosidase.

6.3. Padrdao de crescimento de CB10 contra diferentes fontes de

carbono

Bactérias do género Chitinophaga sp. tém um amplo espectro de fontes de
carbono assimilaveis para seu desenvolvimento, sejam essas fontes formadas por
uma estrutura simples, como dextrina, maltose, trealose, celobiose, gentiobiose,
sacarose, turanose, estaquiose, lactose, melibiose, metil bD-glicosideo, D- salicina,
N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-bD-manosamina, N-acetil-D-galactosamina, acido N-
acetil-neura-minico, a-D-glicose, D-manose, D-frutose, D -galactose, D-fucose, L-

ramnose, D-sorbitol, D-manitol, entre muitos outros (Lv YY et al., 2018) ou por varios
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tipos de polissacarideos complexos como glucomanano, galactomanano, biomassa
lignocelulésica de madeira macia (McKee et al., 2015; Larsbrink et al., 2017),
biomassa de fungos mortos (McKee et al., 2019) ou biomassa de gramineas, como 0
bagaco da cana-de-acucar (Kishi et al., 2017). Em relacao a capacidade de cultivo em
diferentes substratos, nossos resultados mostraram que em meio solido, CB10 foi
capaz de se desenvolver em diferentes fontes de carboidratos, como
carboximetilcelulose, goma Aloe vera e galactomanana, revelando um grande
potencial de plasticidade nutricional, 0 que concorda com a grande variedade de
CAZymes preditas neste organismo.

O Vermelho Congo € um corante solivel em agua, capaz de corar celulose, fibrilas
amiléides, produtos de amido agricola e outros polissacarideos, o que o torna uma
boa ferramenta de teste para indicar o consumo de polissacarideos por crescimento
bacteriano em um meio de cultura (Lamb et al., 2005). Assim, utilizamos esse corante
para corar as placas e destacar o contorno da colbnia e possiveis halos.
Aparentemente, nas condi¢des de cultivo avaliadas para o substrato em meio sélido,
0s substratos mais complexos (Manana presentes nos extratos das plantas de Aloe
vera e, goma de alfarroba) poderiam oferecer mais nutrientes do que as fontes mais
simples (Glicose e CMC), o que parece ter dado aos substratos complexos maiores
vantagens sobre as fontes de carbono simples em condi¢des de crescimento estéatico
(Figura 8).

A goma do extrato vegetal de Aloe vera € composta predominantemente por
carrisina e acetomanano linear, sua estrutura € composta de residuos D-manosil
ligados a B- (1 — 4), com C-2 ou C-3 acetilado e algumas cadeias laterais
principalmente de galactose ligadas a C-6 (Moreira et al., 2008). A goma de alfarroba
é formada por algumas impurezas residuais (1,2% de minerais e extratos vegetais) e
principalmente por um polissacarideo galactomanano neutro composto de unidades
de manose espacadas a cada quatro unidades por ramos laterais de unidades de
galactose (Moreira et al., 2008) (Sigma Aldrich®). A galactomanana € alvo de
pesquisas em diversos campos da biotecnologia, principalmente na industria de
alimentos, como espessante, sendo um aditivo alimentar com baixa toxicidade e baixo
custo de disponibilidade (Urdiain et al.,2004).
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Em Bacteroidetes, PULs sédo identificados como o principal meio pelo qual a
producdo de CAZymes é regulada em resposta a disponibilidade de carboidratos
(Martens et al.,2009). Além disso, a literatura recentemente relatou a importancia de
sistemas reguladores semelhantes aos PULs em outros filos, como o mecanismo
relacionado ao uso de manana em Bacillus sp. em Firmicutes (Song et al., 2018).
Muitas das enzimas da via PUL sdo responsaveis pela desconstrucdo natural da
biomassa, a fim de adquirir nutricdo do material vegetal em decomposicéo. Essas
importantes enzimas presentes nos genomas microbianos sao consideradas uma rica
fonte de enzimas uteis industrialmente (Wang et al., 2013; Martens et al., 2009).

No entanto, embora a ancoragem de enzimas hidroliticas de PULs em estruturas
fixas na membrana bacteriana e parede celular facilite a absorcdo celular de
monossacarideos hidrolisados, ela impede a dispersdao das enzimas no meio
extracelular. Essa caracteristica pode levar relativamente a falta de halos densos nas
placas de cultura sélida, uma vez que nao ha dispersdo da maioria das hidrolases no
sistema fora dos limites da colénia. Como pode ser visto nas placas de polissacarideos
coradas com vermelho Congo (Figura 8), o consumo do polissacarideo pode ser
observado nas regifes de borda da colénia, marcadas por regiées mais claras que os
arredores, sem grandes sinais de disperséo ao longo da placa. Isso pode indicar que
no periodo de 96 horas, para o cultivo estatico dos substratos avaliados,
aparentemente nao foram produzidas enzimas que foram excretadas em sistemas
livres pela bactéria, havendo apenas enzimas de alguma forma associadas a parede
bacteriana, seja por transmembrana ou potencialmente associada a um sistema

semelhante a PUL.

6.4. Expresséao diferencial de manosidases em bagaco versus glicose

De forma similar ao cultivo estatico (meio de cultura sélido), o microrganismo
também apresentou um crescimento vigoroso na cultura sob agitacao (meio de cultura
liquido), inclusive em tratamentos em que apenas substratos naturais foram utilizados
como fontes de carbono e nutrientes (bagaco de cana-de-acucar, Aloe vera e gomas
galactomanana). Apesar disso, entre estas fontes de carbono naturais apenas a

hidrolise da galactomanana permitiu a deteccdo de oligossacarideos no meio de
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cultura, o que indica que os acucares liberados foram utilizados quase que
inteiramente no desenvolvimento da cultura bacteriana para os outros tratamentos.

Os oligossacarideos possuem diversas aplicacfes em diversos campos dentro de
biorrefinarias de biomassas, tais como; indastrias farmacéuticas, nutracéutica,
cosmética e alimenticia. Dentre as biomassas vegetais, as culturas alimentares séo
muito promissoras para facilitar a obtencédo de oligossacarideos pela biorrefinaria,
principalmente  celoligossacarideos (COS), pectooligossacarideos (POS),
xilooligossacarideos (XOS) e outros, considerados menos abundantes, como
oligbmeros contendo manose, arabinose, galactose e diversos acucares acidos (Cano
et al., 2020). Considerando que os oligossacarideos mais abundantes sao facilmente
obtidos de diferentes fontes, como, por exemplo, 0 que ocorre com 0 processo de
auto-hidrdlise de diferentes biomassas (ex: sabugo de milho, casca de arroz, casca
de cevada, broto de videira, casca de castanha e casca de amendoim, entre outros)
gue resultam na producéo de oligossacarideos (Cano et al., 2020), novas abordagens
precisam ser desenvolvidas para expandir a disponibilidade de oligbmeros raros.
Entre essas novas abordagens, podemos citar a busca por novas enzimas, bem como
a busca por biomassas ndo Obvias, mesmo aquelas compostas por contetdo de
oligbmero menos direcionado, uma vez que novas fontes de materiais tém maior
chance de sucesso na producao de novos insumos quimicos.

Frequentemente, o baixo teor de manana (0,2%) no bagaco da cana-de-acucar
nao se destaca nos estudos de bioenergética e biorrefinaria dessa biomassa, uma vez
que o foco desses estudos sdo as xilanas da hemicelulose e o0s acucares
fermentesciveis derivados da celulose (Brienzo et al., 2016). No entanto,
oligossacarideos de diferentes complexidades podem ser obtidos por meio de
biorrefinarias de biomassa, que podem ter propriedades Unicas (Martin et al., 2011).
Conforme relatado anteriormente, CB10 foi isolada de um consércio bacteriano
degradador de lignocelulose obtido de uma pilha de bagacgo de cana-de-acUcar, e seu
genoma tem plasticidade impressionante para degradacao de carboidratos em seus
duzentos GHSs, entre outros dominios de CAZymes. A funcionalidade desses GHs é
evidenciada na habilidade desse organismo em usar fontes de carbono de diferentes
graus de complexidade (Figura 8), e essas enzimas parecem fazer parte do complexo

enzimatico responsavel por atuar no metabolismo da acetomanana e galactomanana,
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permitindo que o microrganismo sobreviva usando essas fontes de carbono ricas em
manana.

Uma vez comprovada a existéncia de enzimas funcionais para mananases no
isolado CB10, e considerando que estudos recentes relataram mecanismos de
expressdo de mananases em Chitinophaga pinensis para compostos ricos em gluco
e galactomanana (Larsbrink et al 2017; McKee et al., 2019), o objetivo deste estudo
foi investigar se as duas B-manosidases anotadas no genoma estariam expressas no
bagaco de cana, onde as porc¢des do polimero contendo manose sdo aparentemente
despreziveis, enquanto a abundéancia de outros polimeros é evidente (Brienzo et al.,
2016).

Os resultados mostraram consideravel expresséo génica apés 96 horas de cultivo
no bagago da cana-de-acucar como fonte de carbono: cerca de cinco vezes mais do
gue o observado para o controle de expressdo negativa (glicose), permanecendo
estavel por 144 horas. embora outras estruturas de carbono mais abundantes
estivessem presentes no bagaco da cana-de-acucar esta fonte de carbono estimulou
a expressao de mananases. Isso indica que novos estudos detalhando a composi¢ao
guimica para diversas fracdes durante o curso de tempo de degradacao podem levar
a descoberta de novos intermediarios oligossacarideos. Em seguida, as taxas do novo
composto poderiam ser incrementadas pelo uso de coquetéis enzimaticos purificados,
bem como pelo uso de organismos modificados para priorizar rotas bioquimicas raras

em vez das mais abundantes.

6.5. Extracao e purificacdo da proteina recombinante

As analises de tentativas de expressao da proteina recombinante 3-manosidases
em E. coli ocorreu em diferentes condi¢des de temperatura (25°C; 30 °C; e 37°C),
diferentes concentragdes de IPTG (0,2 mM; 0,5 mM e 1 mM), a fim de verificar a
influéncia dessas condi¢0es, sobre a expressao da proteina recombinante. A apesar
das inumeras tentativas a proteina néo foi expressa.

Trabalhos anteriores relatam algumas desvantagens de utilizar a E. coli como
célula hospedeira, 0 metabolismo em si da bactéria possui algumas intrinsidades que

fazem com que a proteina ndo seja expressa em sua correta conformacao original,
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além da proteina nao sofrer glicosilacdo (Swartz, 2001), ou dobramento incorreto, o
alto nivel de expressédo citoplasmatica pode resultar na formacdo de agregados
insolaveis conhecidos como corpusculos de inclusdo (Baneyx, 1999).

Como a proteina ndo foi detectada super expressa nem no pellet e nem no
sobrenadante, ela pode ter sido degradada pela acdo de proteases, ou mesmo néo
expressa por deficiéncias na fase transcricional, como por exemplo falta de otimizacao
de cddon para expressdo em E. coli como hospedeiro, o que pode levar ineficiéncia
de transcrigdo por auséncia de tRNAs raros (Baneyx, 1999).

Considerando que, embora de forma néo diferencial do controle anterior a inducao
(TO) existe uma banda proteica fraca na altura esperada (seta, 100 KDa), pode ter
ocorrido um escape de expressao basal potencialmente toxico para o hospedeiro, o
que de alguma forma pode ter acionado mecanismos de defesa celular do
microrganismo a fim de impedir a indugcéo enzimatica, seja em niveis transcricionais,
seja em fase de dobramento pds traducional. Novos estudos, utilizando novas cepas
como a BI21 Plys, que é indicada para expressao de proteinas toxicas; a C43, que é
indicada para expressao de proteinas dificeis ou de membrana e mesmo a Artics, que
possui chaperonas para auxiliar o dobramento correto proteico, poderdo propiciar a
expressdo do gene de interesse, permitindo que o potencial revelado no presente

trabalho possa ser explorado para obtencéo de produtos de interesse biotecnolégico.

7. CONCLUSOES

Nossos resultados revelaram que a bactéria CB10 € capaz de ativar seu
metabolismo relacionado a degradacdo da manana mesmo em condi¢cdes onde a
guantidade do composto é extremamente baixa (0,2% no bagaco), expressando tanto
uma enzima relacionada ao mecanismo PUL quanto uma aparentemente de
desempenho independente, cuja expressao é cerca de 14% superior. Os resultados
mostraram uma expressao génica consideravel e estavel para o periodo de 96 horas,
sendo que esses niveis permaneceram praticamente 0os mesmos para a fase de
declinio (144 horas). O alto numero de dominios CAZyme identificados no CB10
aparentemente confere plasticidade ao organismo, permitindo que ele se desenvolva

em todas as fontes de carbono avaliadas. A capacidade de utilizar diferentes
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biomassas vegetais como fonte de carbono também indica um alto potencial para a
producado de enzimas para aplicacdes biotecnoldgicas em diversos campos, como ha
industria alimenticia e farmacéutica, sendo ainda corroborada pela literatura que
indica que a hidrdlise da biomassa do bagaco de cana-de-acucar e do Aloe vera e as
gomas de alfarroba sdo amplamente promissoras para a producdo de carboidratos
funcionais de baixa toxicidade. A proteina B-manosidases, apesar das inumeras
tentativas de otimizacdo n&o foi expressa e nem purificada, no entanto as outras
analises sensiveis descrita acima revelaram que esta proteina foi detectada e que
apresentou grande potencial na producdo de oligossacarideos, nossos esfor¢os
podem ser utilizados para o aprimoramento e obtencédo desta proteina futuramente,
visto que ndo sao poucos os relatos na literatura que indicam dificuldades durante o
processo de obtencdo de uma proteina heteréloga, indicando que este processo é
extremamente variavel para cada proteina, sendo que o caminho do éxito na
expressdo heteréloga perpassa por diversos percalcos relativos a uma abordagem

empirica fundamentada em tentativa/erro e eventualmente acerto.
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Figura 1. Analise de integridade do RNA, avaliada utilizando o dispositivo Agilent 2100
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Figura 2. Curvas de diluicbes dos genes: CB10-153.446; CB10-00347 e de referéncia

SigmA, respectivamente.
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Apéndice C.
Figura 3. Curvas de amplificacdo RT-qPCR.
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