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ENZIMA BIFUNCIONAL XILANASE-ESTERASE OBTIDA DO METAGENOMA DO
LIQUIDO RUMINAL

RESUMO — A biomassa lignoceluldsica, importante e estratégica fonte de
energia renovavel, € complexa e heterogénea. Para que ocorra a hidrolise enzimatica
desta matéria-prima é necessaria a acao sinérgica de enzimas degradadoras de
celulose, hemicelulose e lignina. As endo-B-xilanases, enzimas capazes de degradar
a cadeia principal das xilanas, hemicelulose mais abundante, apresentam sua
eficiéncia reduzida devido a presenca de ramificacbes em sua estrutura, como por
exemplo ligacdes éster com acido ferulico e cumarico, as quais podem ser degradadas
por esterases. Uma alternativa para aumentar a eficiéncia seria a hidrolise simultanea
destas ramificacdes e da cadeia principal, o que € possibilitado pelo uso de enzimas
bifuncionais. O objetivo do trabalho foi prospectar e expressar uma xilanase-esterase
obtida do metagenoma do liquido ruminal. A sequéncia da xilanase-esterase foi obtida
com base na inferéncia de funcdo por similaridade no metagenoma de ramen. Foi
realizada a amplificacdo da sequéncia do DNA metagendmico por PCR, a insercao
em vetor pET28a e transformacdo em Escherichia coli BL21 (DE3). A purificacdo da
enzima recombinante foi realizada utilizando a cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados e filtracdo em gel no sistema AKTA. A atividade de endo-[3-
xilanase foi verificada por zimograma contendo xylan from beechwood e a de esterase
pela hidrolise do substrato de p-nitrofenil-éster. Os resultados demonstram a obtencgéo
de uma enzima bifuncional (xilanase-esterase), ativa para ambos os substratos,
resistente ao NaCl e solventes organicos (etanol, metanol, propanol e DMSO), com
potencial para aplicacdo na degradacao de biomassa lignocelulésica.

Palavras-chave: enzimas, biotecnologia, genética microbiana



BIFUNCTIONAL XYLANASE-ESTERASE ENZYME OBTAINED FROM THE
RUMINAL LIQUID METAGENOME

ABSTRACT - Lignocellulosic biomass, an important and strategic source of
renewable energy, is complex and heterogeneous. For the enzymatic hydrolysis of this
raw material to occur, it needs the synergistic action of cellulose, hemicellulose and
lignin degrading enzymes. The endo-B-xylanases, enzymes capable of degrading the
main chain of xylans, the most abundant hemicellulose, have their efficiency reduced
due to the presence of branches in their structure, such as ester bonds with ferulic and
cumaric acid, which can be degraded by esterases. An alternative to increase
efficiency would be the simultaneous hydrolysis of these branches and the main chain,
which is possible using bifunctional enzymes. The aim of this work was to prospect
and express a xylanase-esterase achieved by metagenome from the rumen fluid. The
xylanase-esterase sequence was obtained based on the inference of function by
similarity in the rumen metagenome. The amplification of the metagenomic DNA
sequence by PCR was realized, insertion into vector pET28a and transformation into
Escherichia coli BL21 (DE3) were made. The purification of the recombinant enzyme
was performed using affinity chromatography for immobilized metal ions and gel
filtration in the AKTA system. The endo-B-xylanase activity was verified by zymogram
containing xylan from beechwood and esterase activity by the hydrolysis of the
substrate of p-nitrophenyl ester. The results demonstrate the obtaining of a bifunctional
enzyme (Xylanase-esterase), active for both substrates, resistant to NaCl and organic
solvents (ethanol, methanol, propanol and DMSO), with potential for application in the
degradation of lignocellulosic biomass.

Keywords: enzymes, biotechnology, microbial genetics



1. INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica, importante e estratégica fonte de energia
renovavel, possui grande interesse econdmico, pois é a matéria-prima mais
abundante em todo mundo, e pode ser utilizada para a producao de biocombustiveis
e diversos bioprodutos (Sharma, Xu e Qin, 2019). A biomassa é composta de altos
teores de celulose, hemicelulose e lignina, a complexa ligagcéo entre eles confere
recalcitrancia nativa a acdo das enzimas, inviabilizando a solubilizacdo e o
aproveitamento destes compostos (Sun et al., 2016).

A conversao da biomassa lignocelulésica € complexa e requer tratamentos, 0s
quais podem ser fisicos, quimicos, enziméaticos ou uma combinacdo dos mesmos
(Kumar, Gautam e Dutt, 2016; Sun et al., 2016). A utilizacdo das enzimas nos pré-
tratamentos € uma estratégia ecologicamente viavel e que possibilita altos
rendimentos e produtos mais puros (Lee, Hamid e Zain, 2014; Menon e Rao, 2012;
Sun et al.,, 2016), desta forma, ressalta-se a necessidade de caracterizar novas
enzimas bem como identificar a diversidade funcional destas biomoléculas.

A xilana, a hemicelulose mais abundante na natureza, contém principalmente
residuos B-D-xilopiranosil ligados por ligagdes glicosidicas 3(1—4), algumas possuem
ramificagbes em suas estruturas como L-arabinofuranosil, 4-O-metilglucurdnicos
ligados por ligacdes a-1,2 e a-1,3, além de ligacdes éster com o acido cumérico e
ferulico (Beg et al., 2001). A biodegradacao das xilanas envolve a agao sinérgica de
varias enzimas hidroliticas, as que atuam nas ramificagdes (acetil xilana esterease, a-
D-glucoronidase, a-L-arabinofuranosidase), e as que atuam na cadeia principal (endo-
1,4-B-xilanases EC 3.2.1.8 e B-xilosidase, EC 3.2.1.37) (Collins, Gerday e Feller,
2005).

As endo-1,4-B-xilanases sao responsaveis pela clivagem randdémica do
esqueleto da xilana, nas ligacbes glicosidicas B(1—4) (Beg et al., 2001), séo
principalmente classificadas no grupo das glicosil-hidrolases (GHs) do banco de dados

“The Carbohydrate-Active Enzymes database” (CAZy, http://www.cazy.org/) (Lombard

et al., 2014), nas familias GH10 e GH11 devido a alta homologia das sequéncias de

aminoacidos e dominios cataliticos (Basu, Kumar e Shukla, 2017). Além da
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degradacdo de hemicelulose, as xilanases sdo amplamente utilizadas em processos
como a sacarificacdo, processamento de sucos de frutas, producao de papel (Alokika
e Singh, 2019), producgéo de etanol de segunda geracgéao (Beg et al., 2001), producéo
de xilo-oligossacarideos (Freitas, de, Carmona e Brienzo, 2019) e obtenc¢do do xilitol
(Venkateswar Rao et al., 2016).

As esterases sao um grupo de hidrolases que realizam a clivagem de ligacfes
éster, e podem ser aplicadas em diferentes setores industriais como na sintese de
poliéster (Yu et al., 2012) e na despolimerizagcéo de poliéster e acido poliatico (Sood
et al., 2018). Sua utilizacdo também pode estar relacionada com a despolimerizacao
de hemiceluloses, pensando sem seus radicais éster (acido ferulico e cumarico),
proporcionando maior rendimento de agucares fermentaveis.

A acdo destas enzimas individualmente podem compor coquetéis enzimaticos
para a hidrolise de biomassas ricas em hemicelulose, embora também possam ser
encontradas enzimas bifuncionais, caracterizadas por apresentar capacidades
distintas em uma mesma cadeia polipeptidica (Vrzheshch, 2007). Na era da big data,
0S recursos metagendmicos disponiveis em bancos de dados séo valiosos para a
mineracdo e descoberta de novas enzimas (Madhavan et al., 2017), possibilitando
explorar a diversidade de ambientes que outrora ndo poderia ir além dos métodos
convencionais de cultivo. Neste sentido, explorar os eficientes na conversao da
lignocelulose, como o ramen (Deusch et al., 2017; Gruninger et al., 2016; Ogunade et
al., 2019), possibilita a identificagdo de novas enzimas, incluindo xilanases, esterases
e até mesmo enzimas bifuncionais.

O objetivo deste estudo foi a obtencdo e expressdo de uma xilanase com
caracteristicas desejaveis para a aplicacdo na hidrélise de biomassa lignocelulésica,

a partir da mineracdo de dados metagendmicos do rumen.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulosica, composta por celulose (30% a 60%),
hemiceluloses (20% a 40%) e lignina (10% a 25%), dentre outros componentes
extraiveis (Kumar, Gautam e Dutt, 2016), compde a estrutura da parede celular das
plantas e pode ser categorizada em trés tipos: biomassa de residuo (palha e bagaco),
biomassa virgem (arvores, arbustos e gramineas) e culturas energéticas (Yousuf,
Pirozzi e Sannino, 2020). A biomassa lignoceluldsica atualmente é considerada uma
das matérias-primas mais promissora por ser renovavel, de baixo custo e ecoldgica
(Balat e Ayar, 2005).

Um dos destaques da utilizacdo da biomassa lignoceluldsica esta na producao
de biocombustiveis em substituicdo aos combustiveis fosseis (Yousuf, Pirozzi e
Sannino, 2020). Ela também pode ser utilizada em biorrefinarias, um conceito de
industria que explora as potencialidades desta matéria-prima, com o principio de tratar
e processar integralmente, de forma sustentavel, e consequentemente agregar valor
a novos produtos (Machado et al., 2016). As biorefinarias se apresentam como uma
induUstria que permite recuperar os diferentes componentes dos insumos e encaminha-
los para diversas aplicacdes, permitindo assim, a utilizacdo ao maximo da matéria-
prima (Amidon et al., 2008).

Cada biomassa lignocelulosica possui suas particularidades e concentracfes
distintas de celulose, hemicelulose e lignina, bem como cada matéria-prima é
dependente da espécie e do estagio de desenvolvimento da planta (Kumar, Gautam
e Dutt, 2016; Lee, Hamid e Zain, 2014). Assim, atualmente as biomassas
lignoceluldsicas séo caracterizadas quanto a constituicdo para compreender quais
métodos sdo adequados para a solubilizacdo dos compostos e consequentemente
aplicacdo dos mesmos (Machado et al.,, 2016). A organizagdo estrutural dos
compostos da biomassa lignoceluldsica é a primeira barreira que dificulta o acesso e,
consequentemente, a solubilizac&o deles.

A celulose é um homopolissacarideo linear, ndo ramificado, formado por

unidades de D-glicose ligadas por ligacdo glicosidicas B(1—4) com alto grau de
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polimerizagao. A orientacédo B-1,4 das ligacOes glicosidicas resulta na formacéo de
ligacdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares, desta forma, a estrutura
da celulose forma redes de ligacdo de hidrogénio, resultando em uma estrutura
cristalina compacta e insoluvel, denominada microfibrilas. Estas microfibrilas se
agrupam em feixes maiores, formando as fibrilas de celulose que se inserem em uma
matriz amorfa de hemicelulose e lignina (Menon e Rao, 2012; Saini, Saini e Tewari,
2015).

A hemicelulose, o segundo maior componente em abundancia na parede
celular, também € um polissacarideo que pode apresentar em sua em sua cComposiGao
quimica diferentes pentoses (D-xilose e L-arabinose), hexoses (D-manose, D-
galactose e D-glicose), &cidos urénicos (4-O-metil-D-glicurdnico, D-glicurénico e D-
galacturdnico) e com menor frequéncia L-ramnose e L-fucose. Os grupos hidroxilas
podem ser parcialmente substituidos por grupos acetila. As hemiceluloses estdo na
interface entre as microfibrilas de celulose e a lignina, proporcionando adesédo e
coesado a estes componentes (Polizeli et al., 2005; Saini, Saini e Tewari, 2015). A
xilana € a hemicelulose mais abundante na natureza, que contém principalmente
residuos B-D-xilopiranosil ligados por ligagdes glicosidicas (1—4) (Beg et al., 2001;
Sun et al., 2016), podendo existir na forma de homoxilanas (sem ramificac6es) ou
heteroxilanas (com ramificacées) que possuem em suas ramificacées estruturas como
D-xilose, D-galactose, D-glicose, D-arabinose (Kumar, Gautam e Dutt, 2016), bem
como componentes esterificados com acidos fendlicos (Biely, Singh e Puchart, 2016)

A lignina € um polimero derivado da fenilalanina e da tirosina, que se associa
intimamente com a celuloses e a hemiceluloses formando uma espécie de malha
lignocelulésica, e é responsavel, em grande parte, pela dificuldade inerente a hidrélise
da celulose (Kumar, Gautam e Dutt, 2016). A lignina € uma estrutura molecular
complexa, composto por trés constituintes fendlicos principais: alcool p-cumarilico,
alcool coniferilico e &lcool sinapilico. A presenca de altas concentracdes de lignina
atua como uma barreira protetora para a permeabilidade, resisténcia as acoes fisicas
dos microrganismos e, previne a destruicdo da célula vegetal (Lee, Hamid e Zain,
2014). A celulose, hemicelulose e lignina séo ligados através de ligag6es covalentes
ou ndo covalentes, que conferem ao tecido vegetal recalcitrancia nativa a acao de

enzimas (Sun et al., 2016).
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A conversdao da biomassa lignocelulésica, independentemente de sua
aplicacao, se baseia em duas etapas: o pré-tratamento da biomassa lignocelulosica
para disponibilizar o material a hidrdlise enzimética do material pré-tratado, como
resultado a disponibilizacdo de acucares (Silva, da et al., 2020). Devido as
caracteristicas estruturais da biomassa lignocelulésica, as etapas se tornam
complexas e com particularidades para aplicacédo industrial.

Os pré-tratamentos podem ser biologicos, fisicos, quimicos e combinac¢des dos
mesmos, de acordo com as necessidades dos procedimentos, aos impactos
ambientais e aos custos para a industria (Kumar, Gautam e Dutt, 2016; Lee, Hamid e
Zain, 2014; Menon e Rao, 2012; Sun et al., 2016). Para a recupera¢do dos compostos
da biomassa lignocelulésica, existem as particularidades de cada pré-tratamento,
como por exemplo, os pré-tratamentos quimicos com acidos sdo eficientes
principalmente a degradacdo das hemiceluloses e lignina, consequentemente
ocorrendo maior recuperacao de celulose (Mosier et al., 2005), enquanto que para a
recuperacdo das hemiceluloses, os processos com alcalis sdo mais eficientes em
termos de rendimento (Carvalheiro, Duarte e Girio, 2008).

Os tratamentos enzimaticos também podem ser utilizados em pré-tratamentos,
principalmente quando se objetiva a recuperacdo de produtos mais puros, ainda
podendo ser associados a tratamentos quimicos ou fisicos, aumentando o
rendimento, como é no caso dos bagacos ricos em xilanas (Sporck et al., 2017).
Embora a biomassa lignocelulésica possua recalcitrancia forte as enzimas, a
combinac¢éo delas com um pré-tratamento adequado, facilita o acesso das enzimas
aos componentes da planta (Lee, Hamid e Zain, 2014; Menon e Rao, 2012; Sun et al.,
2016), promovendo maior rendimento e obtencdo de produto mais puro, que séo

interesses das industrias farmacéuticas e alimenticias.

2.2.Industria biotecnoldgica das enzimas
Atualmente, varios setores utilizam enzimas microbianas em escala industrial,
a expressdo de proteinas em sistemas heterdlogos possibilitou a producédo e
caracterizacdo de novas proteinas de interesse biotecnoldgico, com alto rendimento
e diferentes origens (microrganismos patogénicos, microrganismos nao cultivaveis,
etcs) (Ramesh et al., 2020).
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A célula hospedeira mais utilizada para a expressdo de proteinas
recombinantes € a E. coli, esta bactéria gram-negativa representa um sistema
altamente eficiente, com baixo custo de producéo (Brondyk, 2009). Os conhecimentos
aprofundados sobre o funcionamento genético da E. coli possibilitam tragar
estratégias para realizar uma expressao eficiente de diversos tipos de genes (Hannig
e Makrides, 1998). A expresséao heterdloga nestes hospedeiros parte da transferéncia
de um plasmideo contendo a origem de replicacdo, marcador de resisténcia a
antibiéticos e sitios de regulacao da transcri¢do e traducdo. O sistema de expressao
pET, por exemplo, amplamente utilizado pelo alto rendimento da expressédo de
proteinas heterélogas, requer uma célula hospedeira infectada com fragmentos do
fago DE3, que codifica o sistema T7 RNA polimerase responsavel pela transcricdo
génica, o promotor mutado lacUV5, o qual é o sitio alvo de reconhecimento para
transcricdo do gene, controlado pelo indutor Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosida
(IPTG) (Segrensen e Mortensen, 2005).

Na era da big data, a utilizacdo dos recursos metagendmicos disponiveis em
bancos de dados séo valiosos para a mineracdo e descoberta de novas enzimas
(Madhavan et al., 2017), possibilitando explorar a diversidade de ambientes, que
outrora ndo poderia ir além dos métodos convencionais de cultivo (Handelsman,
2004). As analises das bibliotecas metagendmicas tem sido realizadas por
abordagens de funcéo dirigida (function-driven), que busca a identificacéo de clones
que expressam uma caracteristica desejada; e sequéncia dirigida (sequence-driven),
gue faz uso de sequéncias referéncias para encontrar as biomoléculas, para entdo ser
inserida em vetores de clonagem e, desta maneira, possibilitar a expressao proteica
em vetores de expresséo (Schloss e Handelsman, 2003).

As comunidades microbianas sdo muito diversificadas, como por exemplo,
comunidades microbianas altamente eficientes na hidrdlise da lignocelulose, presente
no sistema digestorio dos cupins (Lazuka et al., 2018) e no rimen, que possuem
microrganismos pertencentes aos trés dominios: Bacteria, Archaea e Eucarya
(Choudhury et al., 2015). A metagendmica destes ambientes possibilita além de uma
compreensao do funcionamento deste microambiente (Deusch et al., 2017; Gruninger

et al., 2016; Ogunade et al., 2019), como também a identificacdo de novas enzimas
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para a hidrolise da biomassa, e que posteriormente podem ser aplicadas nas

indUstrias biotecnoldgicas.

2.3. Xilanases

A biodegradacéo de hemiceluloses, como as xilanas, envolve a acéo sinérgica
de varias enzimas hidroliticas (acetil xilana esterease, a-D-glucoronidase, a-L-
arabinofuranosidase), incluindo as principais enzimas xilanoliticas, endo-1,4-3-
xilanases (EC 3.2.1.8) e B-xilosidases (EC 3.2.1.37) (Collins, Gerday e Feller, 2005).
As endo-1,4-B-xilanases sdo responsaveis pela clivagem randémica do esqueleto da
xilana, nas ligagdes glicosidicas B(1—4), enquanto as B-xilosidades catalisam a
hidrélise de xilo-oligossacarideos (XOS) através da remocao de unidades xilosil em
sua regido nao redutora (Alokika e Singh, 2019). A reacéo catalisada pelas xilanases
ocorre por meio de um mecanismo acido-base envolvendo dois residuos (glutamato
ou aspartato)(Kulkarni, 1999).

As endo-1,4-B-xilanases pertencem ao grupo das glicosil-hidrolases (GHs). O
banco de dados CAZy, agrupa as enzimas ativas a carboidratos nas seguintes
classes: Glicosil hidrolase (GH); Glicosiltransferase (GT); Polissacarideo liase (PL);
Carboidrato esterases (CE) e Atividades auxiliares (AA) (Lombard et al., 2014). Dentro
das GHs, as enzimas com atividade xilanolitica podem ser encontradas nas familias
GH5, GH7, GH8, GH10, GH11, GH16, GH26, GH43, GH51, GH52, GH62 e GH98
(Basu, Kumar e Shukla, 2017; Linares-Pasten, Aronsson e Karlsson, 2017). Cada
familia detém caracteristicas especificas quanto a estrutura das dobras, mecanismo
de catalise, entre outras particularidades. Baseado na homologia da sequéncia de
aminoé&cidos do dominio catalitico, as xilanases sdo normalmente classificadas nas
familias GH10 e GH11 (Basu, Kumar e Shukla, 2017).

A familia GH10 é composta por endo-1,4-B-xilanases, endo-1,3-B-xilanases e
celobiohidrolases, caracterizadas por possuirem tipicamente alta massa molecular e
baixo ponto isoelétrico (pl). As endo-1,4-B-xilanases sdo as que mais se destacam, e
podem apresentar atividade ndo somente para a xilana, como outros substratos de
celulose de baixa massa molecular, como por exemplo aril-celobiosides e certos celo-
oligossacarideos (Collins, Gerday e Feller, 2005). Membros desta familia possuem

uma estrutura barril (af)s, formando uma folha- paralela cilindrica com o nucleo
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hidrofébico e as a-hélices formando a superficie exterior da enzima (Linares-Pasten,
Aronsson e Karlsson, 2017). Ja a familia GH11 possui xilanases com a estrutura mais
conservada quando comparada a GH10, sendo caracterizada pela massa molecular
baixa (<30 kDa) e alto ponto isoelétrico (Collins, Gerday e Feller, 2005; Linares-
Pasten, Aronsson e Karlsson, 2017).

As endo-1,4-B-xilanases sdo amplamente utilizadas na indudstria, como em
processos como: sacarificacédo, processamento de sucos de frutas, producao de papel
(Alokika e Singh, 2019), producé&o de etanol de segunda geracao (Beg et al., 2001),
producao de xilo-oligossacarideos (De Freitas, Carmona e Brienzo, 2019) e obtencao
do xilitol (Venkateswar Rao et al., 2016). Devido a sua importancia, alguns estudos
com xilanase heterdlogas sé@o relatados na literatura, buscando identificar novas
enzimas altamente eficientes para as diferentes aplicagcdes industriais (Basu, Kumar
e Shukla, 2017; Hu, Arantes e Saddler, 2011; Kandiyil et al., 2018; Zhang et al., 2011).
Além da eficiéncia, ressalta-se a necessidade de utilizar varias enzimas de forma
sinérgica para a degradacao da biomassa lignoceluldsica, motivo este que encarece
0S processos industriais e, neste contexto, as enzimas bifuncionais podem ser uma
estratégia para a digestédo cooperativa dos polissacarideos das plantas (Khandeparker
e Numan, 2008).

As enzimas bifuncionais sdo enzimas que possuem duas capacidades distintas
em uma mesma cadeia polipeptidica (Vrzheshch, 2007). A origem das enzimas
bifuncionais pode estar relacionada com a combinacdo de genes que codificam
enzimas associadas, como as envolvidas nas reacdes sequenciais do metabolismo.
Existem trés tipos de enzimas bifuncionais: (a) as que realizacdo reacodes
consecutivas; (b) as que realizam reacdes ndo consecutivas e (c) as que realizam
reacOes opostas (Khandeparker e Numan, 2008). Algumas xilanases bifuncionais ja
foram relatadas na literatura: xilanase-celulase (Pohlschréder, Leschine e Canale-
Parola, 1994), xilanase-desacetilase (Cepeljnik et al., 2006), xilanase-xilanase (Zhang
e Flint, 1992), xilanase-xilosidase (Basit et al., 2019) e xilanase-esterase (Dodd et al.,
2009; Pai et al., 2010).

As xilanases bifuncionais podem ser aplicadas em varios setores das industrias
biotecnolédgicas, como na producdo de bioetanol, nos processos de sacarificagédo e

producao de acucares fermentaveis (pentoses e hexoses) com maior eficiéncia (Yang
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et al., 2015); inclusdo nas dietas dos animais de producdo, auxiliando na
digestibilidade de alguns polissacarideos complexos (Yu, McKinnon e Christensen,
2005) e na producéo de xilooligossacarideos mais eficientemente (Linares-Pasten,
Aronsson e Karlsson, 2017).

2.4.Esterases

As esterases representam um grupo de hidrolases que realizam a clivagem e
formacéo de ligacdes éster. As duas maiores classes destas enzimas sdo as lipases
(EC 3.1.1.1, triacylglycerol hydrolases) e as esterases (EC 3.1.1.3, carboxyl ester
hydrolases) (Bornscheuer, 2002). A diferenca entre os dois grandes grupos esta
principalmente no tipo de substrato ao qual elas hidrolisam: enquanto as lipases atuam
em substratos altamente insollUveis em agua, triglicérides de acidos graxos de cadeia
longa, as esterases atuam em substratos de triglicérides de acidos graxos de cadeia
curta (Panda e Gowrishankar, 2005).

O banco de dados CAZy distribui este grupo de enzimas dentro das familias (1-
16) das Esterases de carboidratos (CEs) (Lombard et al., 2014). A familia 1 das CE é
a maior e mais diversificada dentre elas, e € composto por 5157 proteinas, sendo sua

maioria de origem bacterianas (4950), até o momento (http://www.cazy.org/CE1.html).

As enzimas que compdem esse grupo sao acetilxilano esterases (EC 3.1.1.72), feruloil
esterases (EC 3.1.1.73), carboxilesterases (EC 3.1.1.1), S-formilglutationa hidrolase
(EC 3.1.2.12), diacilglicerol O-aciltransferases (EC 2.3.1.20) e trealose-6-O-
micoliltransferases (EC 2.3.1.122). Possuem a estrutura terciaria caracterizada por
uma folha- central com a-hélices ao entorno (Nakamura, Nascimento e Polikarpov,
2017). O sitio catalitico dessas enzimas é composto por Serina (S), Histidina (H) e
Aspartato (D), a Serina € encontrada em um pentapeptideo GXSXG, em que X é
qualquer residuo de aminoéacido (Sood et al., 2018).

Existe ainda outra classificagdo das esterases baseada nos autores Arpigny e
Jaeger (1999), a qual divide esse grupo de hidrolases em oito familias baseado nas
sequéncias motif e propriedades biologicas dessas enzimas: | (grupo das lipases
verdadeiras, motif GHSQG), II (motif GDSL), Il (grupo composto por enzimas
extracelulares, motif GXSMG), IV (enzimas bacterianas semelhantes a lipase

horménio sensivel (HSL) dos mamiferos, motif GDSAGG); V (enzimas originarias de
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bactérias mesofilicas, motif GXSMGG), VI (esterases bacterianas de 23-26kDa, motif
GFSQG); VIl (esterases bacterianas de 55kDa, motif GESAG) e VIII (enzimas
semelhantes a B-lactamases, motif GGSVG) (Arpigny e Jaeger, 1999). Além disso,
devido a descoberta de novas moléculas, novos grupos estdo sendo propostos
baseados nesta nomenclatura, uma atualizacdo desta classificacdo foi proposto por
Hitch e Clavel (2019), dividindo esse grande grupo em 35 familias (Hitch e Clavel,
2019). Isso reforca a existéncia de diversidade de enzimas que ainda precisam ser
estudadas e caracterizadas.

Estas enzimas possuem diversas aplicagcbes na industria, como no
processamento dos produtos de industrias alimenticia e na industria farmacéutica
(Panda e Gowrishankar, 2005); participam de processos de bioconversdo de
compostos organicos (Lagarde et al., 2002), sintese de poliésteres (Yu et al., 2012); e
despolimerizacdo de poliéster e acido polilatico (Sood et al., 2018). Além disso, este
grupo de enzimas podem ser utilizadas na despolimerizacdo de hemiceluloses com
radicais éster (pectinas e xilanas), possibilitando a solubilizacao de &cidos ferulicos
que podem ser convertidos em vanilina (Zhu et al., 2020), ou proporcionando maior
rendimento de acuUcares fermentaveis para a producao de etanol de segunda geracao
(Houfani et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Este trabalho teve como objetivo prospectar uma sequéncia codificadora de

xilanase no metagenoma do liquido ruminal, realizar clonagem, expressao da proteina

heterdloga, purificacdo, caracterizacdo e cinética da enzima.

3.2.0bjetivos especificos

Prospectar uma xilanase do metagenoma do banco de dados LBMP;
Realizar a expresséo heteréloga em células de E. coli;

Realizar a extracdo da proteina na fracéo soluvel;

Purificar a proteina;

Caracterizar cineticamente a enzima purificada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Material de trabalho

O projeto de pesquisa foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia e
Imunoquimica Aplicadas (LEIA) e Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas (LBMP), no Departamento de Tecnologia, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias de Jaboticabal/SP — UNESP. O material genético do metagenoma do
liquido ruminal foi proveniente do trabalhado desenvolvido na tese do Dr. Claudio
Damasceno Pavani sob orientacéo do Prof. Dr. Jackson Antonio Marcondes de Souza,
gue gentilmente cedeu as amostras do DNA metagendmico. Esse metagenoma foi
sequenciado e anotado pelo proprio autor, cujo pertence colecdo interna de dados

anotados de genomas e metagenomas do LBMP.

4.2.Anélises de bioinformatica

A sequéncia de xilanase foi prospectada com base em inferéncia de funcao por
similaridade de sequéncias referéncias de endo-B-1,4-xilanase da familia GH10
extraidas da base de dados americana do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e submetida ao banco de ortélogos eggNOG (Powell et al., 2014).
A prospeccdo inicial foi realizada pela bioinformata Dra. Erica Mendes Lopes,
utiizando o banco de dados genbmicos e metagendmicos do Laboratério de
Bioquimica e Microrganismos de Plantas (LBMP), no conjunto de dados do
sequenciamento lllumina HiScanSQ, do liquido ruminal da raca Nelore (acesso dos
dados publicos: SRX818104) (Pavani, 2017). As ORFs (Open Reading Frames)
encontradas com e-value -30, foram alinhadas no CLUSTAL W (Thompson, Higgins e
Gibson, 1994) e verificados os dominios enzimaticos no banco Pfam (El-Gebali et al.,
2019).

A selecédo das sequéncias encontradas foi realizada com base em predi¢des in
silico, utilizando algoritmos e ferramentas de bioinformatica: quanto a sua estrutura
pela ferramenta Swiss-model (Waterhouse et al., 2018), os dominios conservados
identificados pela ferramenta Pfam (El-Gebali et al., 2019), caracteristicas fisico-

quimicas da proteina identificadas pela ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005)
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e a presenca de peptideo sinal pelo SignalP4.0 (Petersen et al.,, 2011), quando
verificado a presenca de peptideo sinal, as sequéncias foram submetidas a
modelagem do algoritmo Phyre2 (Kelley et al., 2015), modo intensivo, para verificar
se a sequéncia predita como peptideo sinal poderia ser removida sem causar danos
para a estrutura terciaria (Tabela 1). As sequéncias também foram comparadas
guanto a similaridade de proteinas depositadas na base de dados do NCBI com o
auxilio da ferramenta BLAST (Altschul et al., 1990). Para caracterizar os dominios
presentes nas ORFs, foi realizada uma anotacéo pela doCAN (Zhang et al., 2018),

que utiliza apenas os dominios referenciados no banco de dados CAZy.

Tabela 1. Ferramentas de bioinformatica utilizadas para as predicfes realizadas.

Ferramenta Recurso oferecido Referéncia
Swiss-model Modelagem por homologia (Waterhouse et al., 2018)
Phyre2 Modelagem intensiva (Kelley et al., 2015)

Pfam Dominios conservados (El-Gebali et al., 2019)
dbCAN Anotacao dos dominios CAZy (Zhang et al., 2018)
Protparam Caracteristicas fisico-quimicas (Gasteiger et al., 2005)
SignalP4.0 Presenca do peptideo sinal (Petersen et al., 2011)

4.3.Amplificacédo dos genes por PCR convencional
A construcdo para a ORF1374 foi realizada como est4 esquematizada no mapa
dos plasmideos (Figura 1). Foram utilizados os iniciadores forward 5'-
TATAQaattcTTCGGACGCAATCCAGACACCAATCC-3’, contendo o sitio de restricao
EcoRI, e reverse 3'-TATAaagcttTTACTTGAACAGCAATTGAG-5’, contendo o sitio de

restricdo Hindlll.
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Hind1II

pET28a/ORF1374
7465 bp

EcoRI

RBS
T7 promoter

Figura 1. Mapa do plasmideo construidos em vetor pET-28a(+) com o inserto do gene
da xilanase, ORF1374. A imagem foi construida utilizando o software SnapGene
versao 4.3.

A reacdo em cadeia da DNA-Polimerase (PCR) foi realizada em Tampé&o
Tris.HCI 200mM, pH 8,8 contendo (NH4)2S04 100mM; 100mM KCI; 1% (v/v) Triton X-
100, 1mg/mL de BSA; 1,4mM de MgClz; 0,2mM de dNTPs em iguais proporc¢des, 50
ng de DNA metagenémico, 10 pmol de cada primer e 0,6U da enzima Taq DNA
polimerase em um volume final de 20uL. As amostras foram amplificadas em
termociclador (PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJ Research) seguindo o
programa: 95°C, por 2 minutos, 30 ciclos de 95°C por 45 segundos, 57°C por 2

minutos e 72°C por 2 minutos, seguidos de uma extensao final por 5 minutos, a 72°C.
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4.4.Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram analisadas em eletroforese de gel de agarose 1,5%
contendo brometo de etideo (5mg/mL) em tamp&o TEB (90mM Tris.HCI, 90mM Acido
Borico e 8mM de Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) dissodico. As amostras
foram preparadas na proporcédo 1:1 (v/iv) com DNA Gel Loading Dye e separadas
através da aplicacdo de campo elétrico (90 V) por 1 hora em cuba de eletroforese
horizontal (LCH-7x8, Loccus). O gel foi visualizado no equipamento Gel Doc XR (Bio-
Rad) e as imagens armazenadas e processadas pelo software ImageLab 4.1 (Bio-
Rad).

4.5.Construcéo do vetor recombinante

A construcdo do vetor recombinante foi realizada a partir da amplificacdo do
gene codificante da ORF1374 do DNA metagendmico, utilizando o Kit comercial 2x
PCRBIO Ultra Mix (PCR Biosystems), seguindo as especificacdes do fabricante. O
fragmento obtido correspondente ao gene foi purificado pelo Kit Zymoclean™ Gel
DNA Recovery (ZymoResearch). O vetor pET28a (+) (Invitrogen) e o inserto foram
restritos com as enzimas de restricdo (FastDigest EcoRlI Thermo Scientific e
FastDigest Hindlll Thermo Scientific), e defosforilado com a enzima Fast Alkaline
Phosphatase (1U/ pL, Thermo Scientific). A ligacdo entre o inserto e o vetor foi
realizada de acordo com o protocolo de Sambrook e Russel (Sambrook e Russel,
2001), utilizando a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs) na proporcédo 3:1
(inserto:vetor).

A ligacéo foi utilizada para a transformacéo em células competentes de E. coli
BL21(DE3), utilizando 10uL da reacéao de ligagéo (vetor+inserto) e 200 yL da célula
competente. A transformacdo foi feita por choque térmico seguindo o seguinte
protocolo: 20 minutos em banho de gelo; 90 segundos a 42 °C e 2 minutos em banho
de gelo. Depois de transformadas, essas células foram cultivadas em 970 uL de meio
Luria-Bertani (LB, para cada litro: 10,0 g de Triptona, 5,0g de extrato de levedura e
10,09 de cloreto de sodio (NaCl) (Sezonov, Joseleau-Petit e D’Ari, 2007) e submetidas
a agitacao orbital de 150 rpm, a 37 °C por 90 minutos. Apés o periodo de incubagéo,
100 uL da cultura foram plagueados em meio LB sélido contendo 50mg/mL de

canamicina e incubadas a 37 °C por 16 horas.



16

4.6.Sequenciamento de Sanger

O sequenciamento dos clones positivos foi realizado na plataforma ABI 3130xl,
0 protocolo da reacdo de sequenciamento seguiu o descrito pelo fabricante do
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, utilizando-se para isso os primers T7
forward e T7 reverse. Os procedimentos foram realizados pela Dra. Camila Cesério
Fernandes, na Universidade Estadual Paulista — UNESP, Departamento de
Tecnologia, Laboratério Multiusuario Centralizado para Sequenciamento de DNA em
Larga Escala e Anadlise de Expressdo Génica — LMSeq for sequencing (Processo
FAPESP: 2009/53984-2).

Os resultado das sequéncias forward e reverse de cada gene foram analisadas
no programa BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 7.2.5 (Hall, 1999), atraves do
alinhamento ClustalW (Thompson, Higgins e Gibson, 1994) entre os contigs e o0 gene

de referéncia obtido do metagenoma.

4.7.Ensaio de tempo e temperatura de expressao

Os ensaios de expressdo foi realizado utilizando trés clones positivos
(confirmados por PCR e sequénciamento de Sanger). Para tanto, os clones foram
cultivados em meio sélido LB contendo 50mg/mL de canamicina, que permaneceu
incubado por 16 horas a 37°C. Uma coldnia foi transferida para meio liquido LB
contendo canamicina, e mantida em agitacao de 180rpm por 16 horas a 37°C, para o
preparo do pré-inoculo, e 2% deste foram adicionados em 100mL de meio liquido LB
com canamicina, agitado a 180rpm, 37°C até atingir a fase logaritmica de crescimento,
com a D.O.e00 de 0,4-0,6. A indugéo foi realizada com a adicdo de 0,1mM de IPTG a
cultura. A expressao foi avaliada nas temperaturas de 30 e 37°C, e nos seguintes
tempos: tempo 0 (TO — antes da inducgéo), tempo 2 (T2 — 2 horas depois da inducéo),
tempo 4 (T4 — 4 horas depois da inducéo) e tempo 6 (T6 — 6 horas depois da inducao),
para tanto, foi aliquotado 1mL do meio de cultivo em cada tempo; as aliquotas foram
centrifugadas por 20 minutos a 12.000g e posteriormente visualizadas em gel de
poliacrilamida a 10% pela técnica de SDS-PAGE (Laemmli, 1970).
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4.8.Extracdo da proteina recombinante

A enzima foi expressa em meio LB contendo 50mg/mL de canamicina e
induzida com 0,1mM IPTG quando atingida a D.0.600 de 0,4-0,6, a 30°C durante 22
horas. O cultivo foi centrifugado a 10.000g por 30 minutos a 4°C e a extracdo da
enzima foi realizada em Tampé&o Tris.HCI 20mM pH 7,5 contendo 100mM de NaCl e
10% de Glicerol e tratada com 1mg/mL de lisozima em banho de gelo por 1 hora.

As células foram rompidas por ultrassom com sonicador Branson Sonifier 250,
com razdao ciclica de 20% com 10 ciclos de 10 pulsos e intervalos de 10 segundos,
entdo centrifugadas por 30 minutos a 10.000g a 4°C e ressuspendidas em tampéao
Tris.HCI 20 mM pH 7,5 contendo 100mM de Nacl e 10% de Glicerol para a obtencéo
do primeiro extrato. O segundo extrato foi obtido a partir do pellet o qual foi
ressuspendido com tampéo de lise (Tris.HCI 20mM pH 7,5 contendo 300mM NaCl e
10% de Glicerol) na metade do volume do primeiro extrato e submetido ao ultrassom

NnoS Mesmos parém etros.

4.9.Purificacdo da proteina heter6loga

A purificacéo foi realizada por cromatografia de afinidade por ions metélicos
imobilizados, em resina Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Germany) e eluida na fracdo de
100mM de Imidazol (Sigma, Saint Louis, MO) e submetida a uma filtragcdo em gel em
coluna Hiload 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden)
utilizando o sistema de cromatografia AKTA pure (GE Healthcare, USA), o qual foi
eluido num fluxo de 0,5mL/minuto em tampao Tris.HCI 20mM pH 7.5 contendo 200mM
de NaCl e 5% de glicerol.

4.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE)

Os extratos proteicos foram analisados por eletroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE (Laemmli, 1970). As amostras foram previamente
incubadas a 100°C por cinco minutos em tampéo Tris-HCI 62mM pH 6,8 contendo
20% glicerol, 4% SDS, 5% B-mercaptoetanol e 0,02% azul de bromofenol, e aplicadas
em gel de poliacrilamida 10% contendo SDS. A separacao das proteinas foi realizada

através da aplicacdo de campo elétrico (100 V), durante 2 horas em cuba de
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eletroforese vertical (Mini-Protean Tetra cell, Bio-Rad). Os géis foram corados pelo
meétodo de Azul de Comassie (0,2% comassie brillant blue, 40% metanol, 10% acido
aceético) e descorados com solugéo descorante contendo metanol 10% e 4cido acético
10%. O gel foi visualizado no equipamento Gel Doc XR (Bio-Rad) e as imagens

armazenadas e processadas pelo software ImagelLab 4.1 (Bio-Rad).

4.11. Western blot

As proteinas presentes no gel de poliacrilamida 10% foram transferidas para
uma membrana de fluoreto de polivinilideno (Polyvinylidene difluoride - PVDF, Thermo
Fisher Scientific) de porosidade de 0,45um usando Mini Trans-Blot (Bio-Rad), em
tampao CAPS 10mM pH 11,0 contendo 10% de metanol, sob a voltagem de 90 V,
durante 45 minutos, a 4°C. Os locais inespecificos foram bloqueados com fosfato
salino tampéao (PBS) com Tween 20 (0,02%) e 5% de leite seco sem gordura (diluicdo
1:1000). A membrana foi incubada com o anticorpo monoclonal Anti-polyHistidine
(H1029, Sigma, Saint Louis, MO) e o com anticorpo secundario Anti-Mouse IgG
conjugado a Peroxidase (A9044, Sigma, Saint Louis, MO), as diluicdes seguiram as
especificacbes do fabricante. A revelacdo foi realizada na presenca de 3,3'-
Diaminobenzidina tetrahidroclorito em 15 mL de PBS pH 7,6 contendo 12 pl de H20:2
30%. A membrana foi visualizada no equipamento Gel Doc XR (Bio-Rad) e as imagens

armazenadas e processadas pelo software ImagelLab 4.1.

4.12. Zimograma

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida (6%) copolimerizado com
1% de xylan from beechwood na auséncia de SDS e agentes desnaturantes, sob a
voltagem constante de 100 V, durante 2 horas. A amostra foi preparada na proporcéo
1:1 (v/v) com o tampao Tris.HCI 62mM contendo 20% (v/v) de glicerol e 0,02%(v/v) de
azul de bromofenol. Apds a corrida o gel foi incubado em BOD a 37°C imerso em
tampao Acetato de Sodio 0,10M pH 6,5 por 1 hora. A revelacao foi realizada com a
incubacdo com uma solucéo acética de vermelho congo 0,1% (w/v), e descorada com

NaCl 1M para visualizagdo do halo de degradacao.
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4.13. Determinacao da concentracdo de proteina
A concentracao de proteina foi determinada utilizando o Kit comercial (Bio-Rad
Protein Assay), seguindo as recomendacdes do fabricante para ensaios em

microplacas. Foi utilizado o soro albumina como padrao proteico.

4.14. Caracterizacao da atividade de xilanase
Para os ensaios de caracterizacdo da atividade de xilanase foi utilizado o
substrato a Xylan from beechwood (Megazyme, P-XYLNBE-10G).

4.14.1. Determinacéo da atividade de xilanase

As atividades foram realizadas em microplacas para PCR 96 pocos, incubadas
em Termociclador PTC-100 (MJ Research), homogeneizadas em agitador tipo vortex
e centrifugadas a 280g (Eppendorf centrifuge 5810 R). Para quantificar
espectrofometricamente os agUcares redutores, as amostras foram transferidas para
placas de microtitulagéo 96 pocos, com diametro padronizado. A atividade de xilanase
foi iniciada com a adi¢é@o de 20 pL da enzima a 0,1mg/mL em tampé&o Acetato de sddio
0,10 M em pH 6,5 contendo 0,2% (w/v) de xylan from beechwood (Meganzyme) por
15 minutos a 37°C. A reacao foi interrompida com o congelamento da placa em
nitrogénio liquido, e armazenados em freezer a -76°C. Os acucares redutores foram
quantificados pelo método de acido-1-3-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), e a leitura
realizada em espectrofotometro a 540nm.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como 1 umol de acucar
redutor liberado por minuto por mg de proteina, sob as condi¢cdes padrdo de ensaio
estabelecidas. Os ensaios foram realizados em triplicata, e um controle foi realizado
para cada reacdo sem a adicdo de enzima para medir a hidrélise espontanea do
substrato. Para quantificar a concentracdo dos acucares redutores liberados, foi

realizado a determinacdo da curva padrédo de xilose pelo método de DNS (Figura 2).
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Figura 2. Curva padrédo de xilose obtida com a dosagem de acUcares redutores. A
imagem foi construida utilizando o software GraphPad Prism versao 5.00.

4.14.2. Efeito da temperatura

A temperatura 6tima foi determinada com os ensaios submetendo a enzima ao
meio reacional em diferentes temperaturas (4-95°C), utilizando as condicdes
estabelecidas para a determinacéo da atividade de xilanase (tampé&o Acetato de sodio
0,10 M e 0,2% (w/v) de xylan from beechwood).

4.14.3. Termoestabilidade

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada realizando uma incubacéo prévia
na auséncia do substrato nas temperaturas de 45, 50, 55 e 60°C nos tempos de 15,
30, 45 e 60 minutos. Posteriormente foi determinado os valores de atividade de

xilanase, utilizando as condicdes estabelecidas a 37°C.

4.14.4. Efeito do pH

O pH 6timo foi determinado variando os pH em diferentes espécies
tamponantes: Acetato de sodio 0;1M (3,0-6,5), Tris.HCI 0,1M (6,5-7,5) e AMPOL 0,1M
(8,5-10), utilizando as condi¢des estabelecidas para a determinacdo da atividade de

xilanase.
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4.14.5. Efeito de ions metalicos

O efeito dos ions Co*?, Cu*?, Hg*?, Mg*?, Mn*?, e Zn*? foram avaliados nas
concentragodes finais de 1,2,3,4 e 5 mM no meio reacional, utilizando as condigdes
estabelecidas para a determinacdo da atividade de xilanase. A atividade relativa foi
calculada a partir do controle adicionado em cada ensaio, sem a adicdo dos ions
(100%).

4.14.6. Efeito de solventes organicos

O efeito dos solventes organicos metanol, etanol, propanol e Dimetilsulfoxido
(DMSO) foi avaliado nas concentracfes finais de 5, 10, 20 e 40% (v/v) no meio
reacional, utilizando as condi¢des estabelecidas para a determinacédo da atividade de

xilanase.

4.14.7. Efeito de detergentes
O efeito dos detergentes Triton X-100, Triton X-114, Tween20 e Tween80 foi
avaliado nas concentracgdes finais de 0,5, 1 e 2% (v/v) no meio reacional, utilizando as

condicOes estabelecidas para a determinacao da atividade de xilanase.

4.14.8. Efeito do NaCl

O efeito do NacCl foi avaliado nas concentragdes finais de 0,1 a 2M de NaCl no
meio reacional, utilizando as condi¢cbes estabelecidas para a determinacdo da
atividade de xilanase. A atividade relativa foi calculada a partir do controle adicionado
em cada ensaio, sem a adicdo do NaCl (100%). A exposicdo da enzima ao NacCl foi
avaliada adicionando a enzima na proporc¢ao de 1:1 (v/v) a solu¢gbes de NaCl (0,1, 0,5,
1,1,5, 2 e 2,5M) nos tempos 0, 2, 4 e 8 horas, utilizando as condi¢gdes estabelecidas
para a determinacgdo da atividade de xilanase. A atividade relativa foi calculada a partir

do controle adicionado em cada ensaio, sem a adi¢do da solucdo de NaCl (100%).

4.15. Determinacao da atividade de esterase
A atividade de esterase foi determinada de modo descontinuo em
espectrofotometro a 405 nm. A reacéo foi iniciada com a adi¢do de 20 pL da enzima

a 0,1mg/mL em tampéo Acetato de sddio 0,1M pH 6,5 e 1ImM de p-nitrofenil-acetato
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por 15 minutos a 37°C. A afinidade pelo substrato foi determinada utilizado os
substratos (1mM, Sigma): p-nitrofenil acetato, p-nitrofenil butirato, p-nitrofenil valerato,
p-nitrofenil octanoato, p-nitrofenil dodecanoato, p-nitrofenil miristato, p-nitrofenil
palmitato. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como 1 pumol p-nitrofenol
liberado por minuto por mg de proteina, sob as condicbes padrdo de ensaio
estabelecidas. Os ensaios foram realizados em triplicata e um controle foi realizado

para cada reacdo sem a enzima para medir a hidrolise espontanea do substrato.

4.16. Determinacao dos parametros cinéticos

Os parametros cataliticos Km (constante de Michaellis-Menten), Vmax
(velocidade maxima da reacdo), kcat (constante catalitica) e kcat.Km? (eficiéncia
catalitica) foram determinados para a atividade de endo-p-1,4-xilanase com substrato
xylan from beechwood variando a concentracdo de 0,025 a 2,5 mg/mL. Para a
atividade da esterase foi utilizado o p-nitrofenil acetato variando a concentracao de
0,75 a 5mM. Os dados foram testados pelo teste F (p<0,05) quanto ao melhor modelo
cinético Ho=Michaelis-Menten e Hi=sigmoidal. A normalidade dos residuos foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk W. O teste de hipotese e a regressao nao linear
dos dados pela equacédo de Michaelis-Menten foi realizada pelo software GraphPad

Prism (GraphPad Software versao 5.00 para Windows).
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5. RESULTADOS

5.1. Analises in silico

A partir da abordagem sequence-driven foi prospectado um gene de endo-1,4-
B-xilanase no metagenoma de rimen (SRX818104), a ORF1374. A compara¢ao com
proteinas depositadas na base de dados do NCBI com o auxilio da ferramenta
BLASTp (Altschul et al., 1990), demonstrou que a sequéncia possui 64% de
similaridade com a enzima endo-1,4-B-xilanase/feruloil esterase do organismo
Prevotella ruminicola (Tabela 2) e 66% de similaridade com um patente dos Estados
Unidos de 2015, denominada “Hemicellulose-degrading enzymes” (US 9012186). As
caracteristicas preditas pelas ferramentas disponiveis (Tabela 3), indicaram a
presenca de peptideo sinal de 21 residuos de aminoacidos no N-terminal e massa

molecular predita de 81,6kDa (Gasteiger et al., 2005).

Tabela 2. Analise de similaridade compartilhada da ORF1374 com as colecdes
disponiveis do NCBI.

Colecbes do NCBI ORF1374

74% de similaridade com a proteina hipotética da familia
GH10 do organismo Bacteroidales bacterium, query cover
99%

N° de acesso: PWL58549.1
64% de similaridade com a enzima endo-1,4-B-xylanase/
feruloylesterase do organismo Prevotella ruminicola 23,
query cover de 99%

N° de acesso: D5EY13.1
66% de similaridade e 99% de query cover com uma

Pat patente do EUA.
N° de acesso: AKY00390.1

non-redundant

Swissprot

Tabela 3. Caracteristicas preditas da ORF1374.
Caracteristicas tedricas

Tamanho da sequéncia (pb) 2196
Presenca de peptideo sinal (SignalP 4.0) Sim (1-21)
Dominios (Pfam) GH10, esterase
Massa molecular 816
predita (kDa) '

pl tedrico 6,2
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A anotacdo dos dominios conservados pelo dbCAN demonstrou a presenca
dos dominios GH10 e CE1l (Figura 3). A predicdo da estrutura secundaria e
alinhamento multiplo, demonstraram alta similaridade em regides conhecidas por
serem conservadas entre proteinas pertencentes a xilanases GH10, as sequéncias
correspondentes a 157WDVVNEAu163 € 280TELDz2s3, nessas regides os dois residuos de
glutamato conservados (Figura 4). Quanto o dominio esterase, foi verificado a
presenca do motif 624GLSMGezs, possuindo como central a Serina (S) nesta regiao

conservada (Figura 5).

35 368 507 719
T EEEEEEE—— 723
% %

o

Figura 3. Dominios anotados para a ORF1374 pela ferramenta dbCAN. Fonte: Gerado
pela ferramenta dbCAN (Zhang et al., 2018). Legenda: Glicosil hidrolases (GH);
Carboidrato esterases da familia 1 (CEL).
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Figura 4. Fragmento do mdltiplo alinhamento entre a sequéncia de aminoéacidos da
XyIR e xilanases pertencentes a GH10. As regides conservadas estdo marcadas com
*, 0s residuos cataliticos conservados de glutamato (E) estdo destacados com A. O
alinhamento inclui as sequéncias de xilanase de Prevotella ruminicola (D5EY13),
Prevotella ruminicola (P48789), Zunongwangia profunda (ADF53358) e de uma
bactéria ndo cultivavel (AAL06078). Aminoacidos idénticos e semelhantes séo
destacados em vermelho ou coloridos em vermelho, respectivamente. Imagem
construida pelo alinhamento multiplo pela ferramenta Clustal Omega (Sievers et al.,
2011) e montagem no EsPript 3.0 (Robert e Gouet, 2014).
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Figura 5. Fragmento do multiplo alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos da
XyIR e esterases da familia CE1. As regides conservadas estdo marcadas com *, 0
residuo catalitico conservado de serina (S) esta destacado com A. O alinhamento
inclui as sequéncias de esterases de Lactococcus lactis (AAM45148), Bacteroides
intestinalis DSM 17393 (5VOL), Streptococcus pyogenes (4ROT) e de uma bactéria
ndo cultivavel (6RZ0O). Aminoé&cidos idénticos e semelhantes sdo destacados em
vermelho ou coloridos em vermelho, respectivamente. Imagem construida pelo
alinhamento multiplo pela ferramenta Clustal Omega (Sievers et al., 2011) e
montagem no EsPript 3.0 (Robert e Gouet, 2014).
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5.2.Clonagem e expressao
A sequéncia da ORF1374 foi amplificada a partir do DNA metagendmico do
liqguido ruminal, clonado em vetor pET28a(+) e transformado em E. coli BL21(DE3). A
validacdo dos clones positivos foi realizada pela PCR a partir do DNA extraido dos

plasmideos (Figura 6) e Sequenciamento de Sanger.

10000 r's

8000 .
oo — = - W W W

4000

Figura 6. Perfil eletroforético dos fragmentos de interesse da ORF1374 amplificados
por PCR a partir do DNA purificado obtido das col6nias transformadas, visualizacao
em gel de agarose 1,5%. As imagens foram construidas utilizando o software
ImageLab 4.1. Legenda: (M) Marcador Gene Ruler 1Kb DNA ladder; (CN) Controle
negativo (reacdo com agua); (CP) Controle Positivo (reacdo com o DNA
metagendmico); (1) Clone 1; (2) Clone 2; (3) Clone 3; (4) Clone 8; (5) Clone 10; (6)
Clone 14.

Os testes de expressado realizados com trés clones positivos, em diferentes
temperaturas e tempos de incubacdo, confirmaram a expressdo da proteina
recombinante (Figura 7), devido a banda evidenciada ap6és a inducédo com IPTG, ser
de aproximadamente 75kDa, valor muito proximo a massa molecular predita pela
ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005) 81,6kDa. As condi¢Bes 6timas para a
expressdo da enzima soluvel em E. coli BL21(DE3) foi obtida com a concentracao final
de IPTG a 0.1mM, cultivadas a 30°C por 22 horas a 180rpm.
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Figura 7. Perfil eletroforético do extrato celular total das bactérias E. coli BL21
transformadas em vetor pET28a/ORF1374 em diferentes temperaturas de expressao.
As imagens foram construidas utilizando o software ImagelLab 4.1. Legenda: (TO)
Tempo antes da inducao; (T2) ApGs 2 horas de inducéo; (T4) Apés 4 horas de inducéo;
(T6) Apds 6 horas de indugéo. Canaletas: (M) Marcador Precision Plus (Bio-rad); (1),
(4), (7) e (10) Clone 1; (2), (5), (8) e (11) Clone 2; (3), (6), (9) e (12) Clone 3.

A purificacdo da enzima foi realizada pela cromatografia de afinidade por ions
metélicos imobilizados (Figura 8) e, posteriormente pela cromatografia de filtragdo em
gel, visando remover o0s possiveis contaminantes da amostra. A partir do
cromatograma foi possivel predizer a massa molecular da enzima em 76,3kDa (Figura
9 A), através de uma analise de regressao linear obtida entre a constante de eluigdo
(Kav) € 0 log do tamanho molecular do padréo (Protein Standard Mix 15+600 kDa,
Sigma, St. Louis, MO, USA) e da propria enzima. A verificacdo da expressao e
purificacdo da enzima recombinante foi confirmada pela técnica de western blot
(Figura 9 B). Ao final das etapas de purificacdo, obteve-se a concentracdo de
4,3mg/mL de proteina pura (Tabela 4), a enzima purificada obtida da expresséo

heterdloga foi nomeada de XylIR (xilanase obtida do rimen).
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Figura 8. Perfil eletroforético da purificacdo por cromatografia de afinidade em resina
Ni-NTA da extracdo de proteinas solUveis das bactérias E. coli BL21 transformadas
em vetor pET28a/ORF1374. Canaletas: (M) Marcador Precision Plus; (TO) Tempo
antes da inducao; (TF) Apés 22 horas da inducéo; (1°EXT) Primeiro extrato; (2°EXT)
Segundo Extrato; (FT) “Flow through”; (S/I) Fracdo sem imidazol; (5mM) Fracdo com
a concentracao de 5mM de imidazol; (100mM) Fracdo com a concentragcéo de 100mM
de imidazol; (1M) Fracdo com a concentracao de 1M.
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Figura 9. (A) Cromatograma da XyIR purificada por filtragcdo em gel, utilizando a coluna
Hiload 16/600 Superdex 200, fluxo de 0,7mL/minuto. Imagem interna corresponde a
regressao linear da cromatografia utilizando o padrdo Protein Standard Mix 15+600
kDa. Imagem construida pelo software GraphPad Prism verséo 5.00. (B) Deteccao da
XyIR utilizando a técnica de western blot com anticorpos anti-Hise. Imagem construida
pelo software ImageLab 4.1. Legenda: Imagem gerada pelo software ImageLab 4.1.
Notas: O padréo Protein Standard Mix 15 + 600 kDa, possuia as seguintes proteinas:
Tireoglobulina bovina (670kDa); y-globulina de sangue bovino (150kDa); Albumina de
ovo de galinha fragéo VI (44,3kDa) e Ribonuclease A (13,7kDa).
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Tabela 4. Concentracéo de proteina (mg/mL) nas diferentes etapas de purificacdo da
XyIR.

Etapas da Fracdes em Rendimento
Purificacao cada etapa mg/mL

1° Extrato 6,88
Extracao 2° Extrato 4,80
Pellet 5,20
FT 2,5
Purificacéo pela S/Imidazol 0,6
cromatografia de 5mM 0,4
afinidade NI-NTA 100mM 3,5
1000M 0,1
Pico 20 0,3
Pico 21 3,6
Filtragéo em gel Pico 22 53
Pico 23 2,3
Pico 24 0,3
Amostra final 4,3

5.3.Caracterizacdo da atividade de xilanase

A XylR apresentou atividade de endo-1,4-3-xilanase e de esterase
principalmente para ésteres de cadeia curta (Figura 10). As propriedades cataliticas
foram determinadas pelas constantes cinéticas (Km, Vmax, kcat e kcat/Km) utilizando os
substratos xylan from beechwood e p-nitrofenil acetato respectivamente (Tabela 5) e
demonstraram uma eficiéncia catalitica maior para a atividade xilanase do que para a
esterase. O teste de hip6tese comparativo entre o modelo cinético de Michaelis-
Menten e a cinético sigmoidal, demonstrou que a enzima se ajustou mais ao modelo
michaeliano em relacdo aos substratos analisados (xylan from beechwood p=0,1; p-

nitrofenil acetato p= 0,5).

Tabela 5. Valores dos parametros cinéticos calculados. Os valores estédo
representados em médiatdesvio padrao.

Vmax kcat Km Kcat/Km Km Kcat/Km
Substratos (umol/min/mg) (s (mM) (mM1s?t)  (mg/mL) (mgmL?s?
Xylanfrom = o4906,0931  2323+1751  32:0,6 7260  1,04:018  2,23x10°
beechwood
p-nitrofenil

66,0+5,2 5,0+0,4 2,3+0,4 2,2
acetato
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Figura 10. Atividade da XylR em diferentes substratos. (A) Afinidade da XyIR por
ésteres de diferentes carbonos. Os valores estdo representados em médiatdesvio
padrdo. A imagem foi construida utilizando o software GraphPad Prism verséo 5.00.
(B) Zimograma para a atividade de endo-1,4-B-xilanase obtido em gel de
poliacrilamida 6% copolimerizado com xylan from beechwood. Legenda: (C2) p-
nitrofenil acetato, (C4) p-nitrofenil butirato, (C5) p-nitrofenil valerato, (C8) p-nitrofenil
octanoato, (C12) p-nitrofenil dodecanoato, (C14) p-nitrofenil miristato e (C16) p-
nitrofenil palmitato.
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5.3.1. Efeito do pH
O efeito do pH sobre a XlyR mostrou que a faixa 6tima de pH de hidrélise ocorre

no tampé&o Acetato de sodio 0,1 M nos pH 5,5 a 6,5, enquanto o pH 6timo observado

foiem 6,5 (Figura 11).
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Figura 11. Atividade relativa em diferentes pH e espécies ibnicas. Os valores estao
representados em médiatdesvio padrdo. A imagem foi construida utilizando o

software GraphPad Prism versao 5.00.
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5.3.2. Efeito da temperatura
O efeito da temperatura mostrou maior atividade em 37°C, porém entre 0s

valores de 30 a 45°C a enzima manteve cerca 80% de sua atividade (Figura 12).
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Figura 12. Atividade relativa em diferentes temperaturas. Os valores estédo
representados em médiatdesvio padrdo. A imagem foi construida utilizando o

software GraphPad Prism versao 5.00.
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A enzima se manteve estavel quando submetida a tratamentos térmicos de 45

e 50°C por até uma hora (Figura 13).
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Figura 13. Estabilidade da enzima em tratamentos térmicos de 45 e 65°C por até 60
minutos. Os valores estdo representados em médiatdesvio padrdo. A imagem foi
construida utilizando o software GraphPad Prism versédo 5.00.
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5.4.Efeito de ions metélicos, sal, solventes e detergentes

5.4.1. Efeito de ions metalicos

O efeito de diferentes ions metalicos e EDTA (1 a 5mM) na atividade da XyIR é
mostrado na Tabela 6. Na presenca do ion Mn*? houve aumento da atividade,
enquanto para os ions Ca*2 e Mg*? a enzima apresentou ser estavel, conservando sua
atividade em 85%. Na presenca do Co*? em concentracdes superiores a 4mM, a
enzima apresentou inibicdo de 60% da atividade. Os ions Zn*?, e Hg*?> e o Cu*?
inibiram completamente a atividade enzimética. Na presenca do EDTA, um agente
guelante, que forma complexos estaveis com ions metalicos, ndo acarretou inibicéo

na atividade enzimatica.

Tabela 6. Efeito dos ions metalicos, detergentes e solventes organicos na atividade
da XyIR. Os valores estdo representados em porcentagem médiatdesvio padréo.

fons Atividade relativa (%)
metalicos

(M) 1 2 3 4 5
MnCl2 167,8+3,2 161,5+2,8 145,7+11,4 135,844,0 137,6%3,0
MgCl2 98,0+2,3 100,7+2,7 95,0+0,4 97,8+41,3 89,2429
MgSOa 94,1+3,0 91,0+3,9 71,0+16,6 76,718,1 88,7+1,7
CaCl> 97,5+0,5 99,9+0,8 97,1+2,9 93,9+1,2 95,4420
CoCl2 82,4+1,6 74,7125 103,0+0,6 69,0+0,1 39,5+1,2
ZnS0O4 3,1+2,0 1,3x1,1 nd nd nd
ZnCl2 4,742,1 Nd nd nd nd
HgCl2 3,5+0,1 4,8+0,7 4,3+0,5 nd nd
CuSO0Oq4 0,3+0,1 Nd nd nd nd
EDTA 107,212 106,3+1,5 100,6%2,6 96,7+3,2 110,2+3,5

Legenda: nd=n&o detectado.

5.4.2. Efeito de detergentes e solventes

A presenca dos solventes organicos (metanol, etanol, propanol e DMSO) nas
concentracbes estudadas (5 a 40%) acarretou efeitos inibitérios na atividade
enzimatica apenas em concentracdes superiores a 20% (v/v) (Figura 14). A enzima
se manteve estavel na presenca dos detergentes (Triton X-100, Triton X-114,
Tween20 e Tween80) nas concentragdes estudadas (0,5 a 2%), exceto para o

Tween80 a 2% que acarretou inibicdo de 60% da atividade enzimatica.
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Figura 14. Efeito de solventes organicos e detergentes sobre a atividade da XyIR. Os
valores estdo representados em médiaterro padrdo. A imagem foi construida
utilizando o software GraphPad Prism versao 5.00. Legenda: As letras minusculas (a,
b, c,... i) indica a diferenga significativa entre cada condigao testada no experimento,
de acordo com a ANOVA e teste de Tukey com 5% de probabilidade.
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5.4.3. Efeito do NaCl

O efeito da concentracdo de NaCl na atividade da XylR demonstrou que a
enzima conserva 85% de sua atividade em concentracdes de até 2M (Figura 15),
além disto, quando exposta ao NaCl em concentracdes de até 2.5M (concentracédo
final da reacdo) em até 4 horas, a enzima demonstrou ser ativa em 80%, enquanto a
8 horas apresentou 50% de atividade enzimatica comparado ao controle (Figura 16).
Este comportamento sugere que a XylR é tolerante a presenca de NaCl em
concentracdes de até 2,5M.
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Figura 15. Atividade da xilanase na presenca de NaCl no meio reacional nas
concentracbes de 0,1 a 2M. Os valores estdo representados em porcentagem
médiatdesvio padrao. A imagem foi construida utilizando o software GraphPad Prism
versao 5.00.
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Figura 16. Atividade residual apds a exposi¢do da enzima ao NaCl nas concentracdes
de 0,1 a 2,5M por até 8 horas em temperatura ambiente. Os valores estao
representados em porcentagem meédiatdesvio padrdo. A imagem foi construida
utilizando o software GraphPad Prism verséo 5.00.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foi identificada e caracterizada uma xilanase bifuncional
tolerante ao NaCl e a solventes organicos, obtida a partir do DNA metagendmico do
liquido ruminal. A XylR é uma enzima com possiveis aplicacdes na degradacéo das
heteroxilanas que possuem radicais éster podendo ser utilizadas em diversas
aplicacfes do setor biotecnoldgico.

O gene compartiha 64% de similaridade com  endo-1,4-3-
xylanase/feruloylesterase de Prevotella ruminicola (Tabela 2), uma bactéria gram-
negativa e pertencente ao género mais abundante nos rumens das espécies bovinas
(Kishi et al., 2015). A presenca dos dois residuos de glutamato (Figura 4), nas
sequéncias conservadas 157WDVVNEA1e63 € 280TELD2s3, reforgam o mecanismo de
catélise caracteristico da familia GH10, o qual se baseia na retencéo da configuracao
B do carbono anomérico (Collins, Gerday e Feller, 2005), e sinalizam a presenca do
sitio ativo da enzima bem como a conservacao destas sequéncias nas diferentes
espécies (Liao et al., 2015; Mirande et al., 2010). A presenca de serina na regiao
conservada GXSXG sinaliza o sitio ativo caracteristico das carboxilesterases
(Nakamura, Nascimento e Polikarpov, 2017). Dentro da classificacdo das
carboxilesterases de Arpigny e Jaeger a presenca do 624GLSMGezs (Figura 5) indica
que ela é uma esterase pertencente a familia V (Arpigny e Jaeger, 1999).

A clonagem foi realizada sem o peptideo sinal predito pelo SignalP4.0
(Petersen et al.,, 2011) e a confimacdo da clonagem foi realizada pelo
sequenciamento de Sanger. A remocao do peptideo sinal otimizou o procedimento de
obtencdo da enzima na fracdo sollivel em células de E. coli BL21(DE3), a qual foi
purificada e a expresséo heterdloga confirmada pela técnica de western blot. A XyIR
apresentou as atividades de endo-3-1,4-xilanase e esterase (Figura 10), confirmando
as predicoes tedricas dos dominios conservados da enzima, e caracterizando-a como
bifuncional.

Os valores das constantes cinéticas (Tabela 5) pelo substrato xylan from
beechwood indicam alta eficiéncia da XyIR na degradacao da xilana (2230 mg mL m-

1), quando comparado com aquelas isoladas e caracterizadas de espécies como
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Thermotoga thermarum (289 mg mL* s) (Shi et al., 2014), Remersonia thermophila
CBS 540.69 (417,4 mg mL* s'1) (McPhillips et al., 2014) e Bacillus sp. SN5 (142,6 mg
mL? s1) (Bai et al., 2012). A afinidade pelo p-nitrofenyl acetate indica que a XyIR
possui atividade esterasica, capaz de hidrolisar pequenas moléculas contendo ligacéo
éster (Arpigny e Jaeger, 1999), embora a eficiéncia seja semelhante a de esterases
caracterizadas, como a do fungo Rhizomucor miehei (0,37 mM* s?)(Liu et al., 2013)
e da bactéria Bacillus pseudofirmus OF4 (3,4 uM? s1) (Rao et al., 2013). A menor
especificidade por substratos esterasicos de cadeia curta quando comparada com o
substrato especificos de xilanase, indica que ela a acao esterasica € acessoria a de
xilanase, auxiliando na digestibilidade das heteroxilanas.

Moléculas enziméticas bifuncionais xilanase/esterase foram descritas por
outros autores (Dodd et al., 2009; Pai et al., 2010), assim como a importancia do
sinergismo da acao de esterases e xilanases na degradacéo da hemicelulose (Wefers
et al., 2017). As xilanas podem possuir radicais ésteres de &cido feralico e cumarico,
desta forma, a adicao de esterases aumenta a digestibilidade da lignocelulose durante
as reacdes de bioconversao (Gruninger et al., 2016). A acdo sinérgica de xilanases e
esterases esta, principalmente, relacionada com a criacdo de novos sitios de ligacao
da xilanase ap6s a remocéao dos radicais éster, de modo cooperativo entre as enzimas
(Biely et al., 1986). Neste sentido, a hidrolise enzimética das ligacbes éster, torna-se
um importante passo para a completa degradacdo deste tipo de hemicelulose,
auxiliando o aproveitamento por completo da biomassa lignocelulésica.

O pH 6timo de hidrélise da atividade xilanolitica da XyIR foi em tampao Acetato
de sddio 0,1M pH 6,5 (Figura 11), embora manteve 50% da atividade entre pH 5,5 a
6,5. Este resultado é semelhante a endo-B-1,4-xilanases de diferentes origens e
propriedades bioquimicas, como encontrado nas enzimas: termoestavel de
Marasmius sp. (tampao Acetato de sodio 0,1M pH 6,0) (Ratanachomsri et al., 2006);
pertencentes a familia GH10, Bacillus subtilis B10 (tampéao Citrato-Fosfato 0,1M pH
6,0)(Huang, Wang e Xiao, 2006) e Kitasatospora sp. (tampao Acetato de sédio 0,05M
pH 6,0)(Rahmani et al., 2019); a resistente ao sal de Bacillus subtilis cho40 (tampéao
Citrato 0,06M pH 6,0)(Khandeparker, Verma e Deobagkar, 2011); e obtida do

metagenoma do ceco de galinha (tampado Fosfato de sodio 0,05M pH 6,5) (AL-
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Darkazali et al., 2017). Esta caracteristica reforca a propriedade das endo-B-1,4-
xilanases atuarem em pHs acidos a neutros.

A caracterizagdo de endo-B-1,4-xilanase da XylR mostrou a capacidade de
hidrélise da entre 30 a 45°C (Figura 12), com a temperatura 6tima a 37°C, se
mantendo estavel até 50°C por uma hora (Figura 13). Temperatura de hidrélise
préxima a temperatura ambiente (£25°C) € um 6timo parametro para a solubilizacédo
das hemiceluloses, ndo sendo necessario o controle térmico na faixa de 30 a 45°C.
Esse resultado, é similar ao de xilanases obtidas de outros microrganismos, como
Paenibacillus xylanilyticus KJ-03 (40°C) (Park et al., 2013), Sorangium cellulosum
S09733-1(30°C) (Wang et al., 2014), e Bacillus sp SN5 (40°C) (Bai et al., 2012).

Os ions metalicos Zn*2, Cu*? e Hg*? causaram inibicdo total na atividade da
XyIR em baixas concentracdes (Tabela 6) e, desta forma, devem ser evitados nos
procedimentos biotecnoldgicos. A inibicdo de xilanases pelo Cu*? é descrito em
estudos anteriores (Gupta, Bhushan e Hoondal, 2000; Rahmani et al., 2019).

Os ions Ca*?, Mg*? e Mn*? ndo causaram efeito inibitério na atividade de XyIR,
o que indica sua estabilidade na presenca desses. Vale ressaltar que os ions Ca*?e
Mg*? sdo macronutrientes normalmente encontrados nas biomassas lignocelulésicas
(Vassilev, Vassileva e Vassilev, 2015), sendo assim, a sua estabilidade na presenca
desses ions reforca sua possivel aplicacdo para hidrélise de biomassas de diferentes
origens. A auséncia de efeito inibitério do EDTA, um quelante de ions metalicos, indica
que a XyIR ndo é uma enzima dependente de metal. Nos processos biotecnolégicos
em larga escala, isto € uma vantagem, pois ndo se torna necessario a adicdo de ions
metalicos para a catalise enzimatica, diminuindo o custo operacional.

A tolerancia da XylR a presenca de solventes organicos (Figura 14) como
metanol, etanol e propanol até 20% (v/v) confere a caracteristica de resisténcia a
processos biotecnologicos que ocorrem na presenca destes solventes, como na
producdo continua de etanol lignoceluldsico, em que as etapas de sacarificacdo e
fermentacdo ocorrem no mesmo biorreator (Aragon et al., 2013). As interacdes entre
as extremidades hidrofobicas da proteina com os solventes organicos podem afetar a
estabilidade, no caso, a enzima apresenta baixo grau de hidrofobicidade e isto pode

corroborar a resisténcia aos solventes organicos testados.
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A tolerancia da XyIR de 2M no meio reacional (Figura 15) e de até 8 horas em
concentracbes de até 2,5M de NaCl (Figura 16), confere uma caracteristica
importante para a utilizagdo no setor biotecnoldgico. Xilanases halotolerantes foram
reportadas na literatura (Ghadikolaei et al., 2019; Khandeparker, Verma e Deobagkar,
2011; Li et al., 2019); como aditivos alimentares de frangos de corte (Raza, Bashir e
Tabassum, 2019) e outros animais de producdo, uma vez que as dietas rotineiramente
séo formuladas com a inclusdo de NaCl; e em pré-tratamentos que contenham altas
concentracdes de NaCl, como para a solubilizacdo e despolimerizacédo de celulose
(Jiang et al., 2015), aumentando a eficiéncia e sinergia entre os pré-tratamentos neste
processo.

Aidentificagdo da XyIR de uma xilanase/esterase tolerante a NaCl e a solventes
organicos a partir do DNA metagendmico de ramen, nos indica a diversidade de
biomoléculas que podem ser exploradas nesses ambientes que podem ser utilizadas
para o aproveitamento da biomassa lignocelulésica. Atualmente, os tratamentos
eficientes para o aproveitamento destes materiais envolvem a utilizagéo de compostos
quimicos, 0s quais se nao devidamente tratados, podem causar contaminacao
ambiental (Sun et al., 2016) e, neste sentido, a utilizacdo de enzimas no pré-
tratamento € uma maneira ecologicamente viavel (Kumar, Gautam e Dutt, 2016; Saini,
Saini e Tewari, 2015).

Propomos que utilizacdo da XyIR seja capaz de degradar mais eficientemente
0 esqueleto de xilana e seus radicais ésteres em biomassas com alto teor de
hemicelulose. A tolerancia ao sal, faz com que a enzima seja versatil e se adeque aos
pré-tratamentos com alta concentracdo de sais. A utilizacdo da XylIR se estende a
composicdo de coquetéis enzimaticos para a producdo de etanol lignocelulésico,
aditivos alimentares em racbes de animais de producdo e producdo de xilo-

oligossacarideos mais eficientemente.
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7. CONCLUSAO

Um novo gene que codifica a enzima bifuncional xilanase/esterase foi
prospectado no metagenoma de rumen, clonado, expresso e purificado. A
caracterizagao in vitro desta demonstrou ser ativa em faixa de pH de 5 a 6,5 ser
estavel nas temperaturas entre 35-50°C, independe de ions metalicos, com tolerancia
ao NaCl e a solventes organicos nas concentracoes testadas.
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