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POLISSACARIDEO LIASE - PL 8: FERRAMENTA NA MODIFICACAO DE
EXOPOLISSACARIDEOS DE Rhizobium sp.

RESUMO - A producéao de biopolimeros modificados é uma alternativa que vem sendo
desenvolvida ha pouco tempo com o objetivo de superar uma ou mais limitacées dos
exopolissacarideos (EPS) nativos, e assim, aumentar a utilidade destes polimeros nas
aplicacbes industriais. A descoberta de enzimas que atuam em exopolissacarideo
rizobianos a partir do sequenciamento de genomas e metagenomas € uma atividade
recente. Tais enzimas podem ser utilizadas na preparacdo de EPS modificado com
novas propriedades fisico-quimicas que resultem em novas aplica¢gdes na industria de
biopolimeros. Este trabalho teve como objetivo obter uma enzima polissacarideo liase
(PL) da familia 8 a partir de prospeccdo em bancos de sequéncias do LBMP
(FCAV/UNESP), além avaliar, a producédo de EPS pelas diferentes estirpes rizobianas,
aplicagcéo da enzima xantana liase comercial bem como seu efeito na modificacdo da
estrutura desses EPS, em comparacdo com a goma xantana. Foi possivel obter uma
enzima PL recombinante, com dominios conservados compartilhados entre membros
da familia PL 8. As estirpes avaliadas produziram quantidades significativas de EPS,
e a partir dos resultados das técnicas aplicadas neste estudo, pode-se notar que todos
0os polimeros sédo heteropolissacarideos especificos de rizobios nativos, sendo
compostos principalmente por galactose e glicose, enquanto a goma xantana
comercial tem a manose como o principal monémero. Tanto os EPS de origem
rizobiana como a goma xantana tiveram suas estruturas modificadas pela acdo da
enzima xantana liase e remocédo de grupos funcionais, quando avaliados através de
técnicas espectroscopicas FTIR e RMN. Além do aumento resisténcia a elevadas
temperaturas dos EPS modificados LMG 8819, H152 e SEMIA 4077 nao alterados
pelo tratamento. O conhecimento da composi¢ao dos EPS modificados agora facilitara
futuras investigagdes relacionando a estrutura e a dinamica do polissacarideo frente

as propriedades reoldgicas.

Palavras-chave: Prospecgédo, enzima recombinante, xantana liase, estirpes

rizobianas, estruturas de EPS.



Polysaccharide Lyase — PL 8: tool in the modification of exopolissacarides of

Rhizobium sp.

ABSTRACT - The production of modified biopolymers is an alternative that has
recently been developed with the objective of overcoming one or more limitations of
native exopolysaccharides (EPS), and thus, to increase the usefulness of these
polymers in industrial applications. The discovery of enzymes that act on
exopolysaccharide rhizobians from the sequencing of genomes and metagenomics is
a recent activity. Such enzymes we used in the preparation of modified EPS with novel
physicochemical properties that result in new applications in the biopolymer industry.
The objective of this study was to obtain a polysaccharide lyase (PL) enzyme from
family 8 from LBMP (FCAV / UNESP) sequencing banks, in addition to evaluating EPS
production by the different rhizobia strains, commercial xanthan lyase enzyme as well
as its effect on modifying the structure of these EPS compared to xanthan gum. It was
possible to obtain a recombinant PL enzyme, with conserved domains shared between
PL 8 family members. The evaluated strains produced significant amounts of EPS, and
from the results of the techniques applied in this study, it we noticed that all the
polymers are specific heteropolysaccharides of native rhizobia, being composed
mainly by galactose and glucose, whereas the commercial xanthan gum has the
mannose as the main monomer. Both rhizobial EPS and xanthan gum had their
structures modified by the action of the xanthan lyase enzyme on glycosidic f bonds
(1—4) and functional groups were removed when evaluated by FTIR and RMN
spectroscopic techniques. In addition to the increased resistance to high temperatures
of modified EPS (LMG 8819, H152) and SEMIA 4077 unaltered by the treatment. The
knowledge of the composition of the modified EPS will now facilitate future
investigations relating the structure and dynamics of the polysaccharide against

rheological properties.

Keywords: Prospection, recombinant enzyme, xanthan lyase, rhizobial strains, EPS

structures.



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

Recentemente, os polissacarideos extracelulares (EPS) microbianos, tém
recebido consideravel atencdo devido ao seu potencial uso em uma ampla variedade
de areas industriais e suas propriedades funcionais, incluindo produtos alimenticios,
farmacéuticos, bioemulsificantes (FREITAS et al., 2014), biofloculantes
(SATHIYANARAYANAN; SEGHAL KIRAN; SELVIN, 2013), produtos quimicos (SHAH
et al.,, 2008) e agentes antibiofime (RENDUELES; KAPLAN; GHIGO, 2013),
perfuracdo de petréleo e tintas, entre outros (FREITAS et al., 2014; SALAH et al.,
2011). Mesmo em concentracdes inferiores a 1%, polissacarideos podem ter uma
influéncia significativa sobre as propriedades de textura dos produtos (PHILLIPS;
WILLIAMS, 2009).

Dentre os polimeros microbianos mais utilizados, a goma xantana € um EPS
produzido pela bactéria patogénica Xantomonas campestris, sendo utilizada em
diversos setores industriais. Possui elevada massa molecular, geralmente composta
de repetidas unidades de glicose, manose e &cido glicurénico com proporcao de 2:2:1
em ligagdes glicosidicas (FREITAS et al., 2014). Possui boa solubilidade em agua,
aumento de viscosidade, espessamento, estabilizante, emulsificante e agente de
suspensao nas industrias alimenticias, o que confere excelente biocompatibilidade
(BECKER et al., 1998; SALAH et al., 2011).

Bactérias do género Rhizobium sp. também séo capazes de produzir EPS que
possuem elevada massa molecular, compostos geralmente de mondmeros como,
glicose, galactose, manose e acidos glicurdnico e galacturénico concentados através
de ligacdes B-glicosidicas, similares a composi¢cdo da goma xantana (CASTELLANE;
LEMOS; LEMOS, 2014; CASTELLANE; OTOBONI; LEMOS, 2015; CASTELLANE et
al.,, 2017). Apresentam boa solubilidade em agua, pseudoplasticidade e tem
capacidade bioemulsificante e adsor¢céo de metais (CASTELLANE; LEMOS; LEMOS,
2018, 2014; MORETTO et al., 2015).

Dentre os métodos existentes atualmente utilizados na modificacdo de EPS e

obtencao de polimeros de baixo peso molecular, 0 uso de enzimas se comparado aos



métodos fisicos e quimicos, direciona o local da modificagdo, com o controle da reacao
e ndo sao gerados residuos (RIGOUIN et al., 2009; ZOU et al., 2016).

Visando explorar a aplicacao industrial de EPS rizobianos, a modificacdo em
sua estrutura se constitui em uma alternativa a ser utilizada na preparacdo de EPS

modificados com novas propriedades fisico-quimicas desse biopolimero.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Contextualizacdo Geral

O setor agropecuario no contexto da exportacdo brasileira entre janeiro a abril
de 2018 movimentou cerca de 12,66 bilhdes de ddlares, que representa 17% do valor
total movimentado no pais, seguido da industria de alimentos com 11 bilhdes de
délares e mineradoras com US$ 6,98 bilhdes (BRASIL, 2018a).

Os polimeros sdo moléculas exploradas na agricultura, como o latex e amido,
na industria alimenticia, e na base para fabricacdo de plasticos como Policloreto de
Vinila (PVC) e Politereftalato de Etileno (PET) (SHAH et al., 2008). S&o classificados
em sintéticos, aqueles obtidos a partir de fontes ndo renovaveis, e naturais, oriundos
das plantas ou microrganismos, mais conhecidos como biopolimeros, pois sao obtidos
de organismos (BORSCHIVER; ALMEIDA; ROITMAN, 2008).

Dentre os polimeros de origem microbiana, a goma xantana produzida pela
bactéria patogénica Xanthomonas campestris € um dos mais explorados e aplicados
em diversas finalidades. Esta presente em condimentos alimenticios, produtos
farmacéuticos, cosméticos e na industria petrolifera (FREITAS; ALVES; REIS, 2011;
MENEZES et al., 2012).

O Brasil gastou em média 13 milhdes de ddblares para importar 4458 toneladas
de goma xantana em 2017, (Figura 1). Dentre os principais paises exportadores estao
China, Franca, Estados Unidos e Austria, onde a China foi o principal pais exportador
para o Brasil, e responsavel pela movimentacdo nos ultimos dez anos de
aproximadamente em média 11 milhdes de dolares (BRASIL, 2018b). Atualmente toda

goma consumida no pais na sua forma primaria, principalmente pelas industrias de



petréleo, é proveniente da China, com uma média de 3,5 toneladas/ano entre 2010 a
2017 (Figura 1) (BRASIL, 2018b).
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Figura 1. Custo e quantidade anual relacionados a importacdo brasileira de goma
xantana em formas primarias, a partir dos principais paises produtores, China, Franca,
Estados Unidos e Adstria, segundo dados obtidos no Sistema de Andlise das
Informacdes de Comércio Exterior (BRASIL, 2018b).

Contudo o Brasil também produz e exporta a goma xantana, onde o0s principais
importadores sdo os paises do Mercosul: Argentina, Chile, Colémbia, Paraguai e
Uruguai. Sendo a Argentina o principal consumidor que, em 2016 investiu cerca de
250 mil délares em importacdo da goma brasileira, contudo no ano seguinte reduziu
em 35% a importagédo (BRASIL, 2018b). De acordo com a Figura 2, em 2018 o
consumo da goma nacional entre os principais paises consumidores entre 0s meses
de janeiro a abril somou em média 31 toneladas, que rendeu aos cofres brasileiros em

média 264 mil dolares, isto representa 85% do valor recebido em 2017 (Figura 2).
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Figura 2. Custo e quantidade anual relacionados a exportacao dos principais paises
consumidores da goma xantana brasileira, em formas primarias segundo dados
obtidos no Sistema de Andlise das Informagbes de Comércio Exterior (BRASIL,
2018b).

A caracteristica mais interessante do ponto de vista industrial dos biopolimeros,
como € o caso da goma xantana € a viscosidade elevada em distintas temperaturas e
pH (BORGES et al, 2004). Estes possuem caracteristicas proprias como
espessantes, estabilizantes, emulsificantes e gelificantes (SUTHERLAND, 2001a).
Geralmente, as substancias com comportamento pseudoplasticos sdo apontadas
como potenciais bioemulsificantes (DI DONATO et al., 2016).

As propriedades dos polimeros dependem das caracteristicas intrinsecas de
cada polimero, que por sua vez podem direcionar quais serdo suas aplicagbes
biotecnolédgicas (SILVA et al., 2006; STEWART et al., 2013). Propriedades anidnicas
dos EPS permitem prender poluentes, inorganicos e organicos, carregados
positivamente, por interagdo eletrostatica. Este fato faz com que os EPS tenham
funcAo como biossorventes para remediagdo e recuperacdo de metais
(CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2018; SHENG; YU; LI, 2010).



2.2. Exopolissacarideos microbianos

Os microrganismos sdo atualmente 0s organismos mais atrativos no setor
biotecnolégico e séo utilizados em variadas aplicagdes, na industria de alimentos
(BARBA et al., 2011; BOUQUERAND et al., 2015; FEDERHEN, 2016), no setor
agropecuario (ZHANG et. al., 2010; SOLIMAN et al.,, 2012; MOLINA et al., 2013),
cosmeético (NOVAK, 2013), médico e farmacéutico (AMJRES et al., 2010) e ambiental,
na biorremediacdo (MAJEAU et al.,, 2010; KHALIL; MOHAMED, 2012; MENDES,
2016).

A medida que as bactérias investem na producao do polimero diminuem a taxa
de crescimento, sugerindo assim a regulacdo entre o metabolismo bacteriano em
detrimento ao catabolismo (RAMOS et al., 2001). O desafio € encontrar espécies que
produzam de modo eficiente compostos de interesse da indlstria, uma vez que o EPS
varia muito em sua composicdo, consequentemente, varia em suas propriedades
fisicas, quimicas e estruturais (SUTHERLAND, 2001a).

Os polissacarideos podem ser classificados de acordo com a sua localizacao
na célula em polissacarideos do citosol, os quais fazem parte os peptidoglicanos e
lipopolissacarideos (LPS), da parede celular que se enquadram os polissacarideos
capsulares (CPS) e aqueles que estdo no ambiente extracelular, os EPS (DONOT et
al., 2012).

E um processo bioquimicamente complexo, regulado por muitos muitos genes
como Exo, Pss, Syr, Chvl, Pho, Sin, Muc, os quais relacionam-se a sintese de dois
tipos de EPS, os succinoglucanos (EPS I) e galactoglucanos (EPS Il), onde o gene
exoX influenciou negativamente a quantidade sintetizada de EPS | em Sinorhizobium
meliloti (DOWNIE, 2010; SKORUPSKA et al., 2006).

A producao de EPS em Shinorhizobium fredii HH103 foi reduzida parcialmente,
e esta relacionada com uma diminuigdo no nivel de transcritos dos genes exoY2 e
exoK, que sdo genes ativados na fase estacionaria do crescimento microbiano, no
entando a forma exata em que esta expressdo foi modulada ainda nao foram
completamente elucidados (ACOSTA-JURADO, SEBASTIAN NAVARRO-GOMEZ et
al., 2016).



Em relacé@o aos EPS, podem ser formados por um Unico monossacarideo, mais
conhecidos como homopolissacarideos. Ja os heteropolissacarideos sdo aqueles
formados por diferentes monémeros, a exemplo os EPS rizobianos e a goma xantana
(DONOT et al., 2012; PETRI, 2015; VOET; VOET, 2013).

2.3. EPSrizobianos

A sistematica € uma ferramenta que auxilia na classificacdo baseada em
filogenia e, para tanto, foi utilizada com frequéncia em bactérias, os genes relativos
ao RNA ribossomal, especialmente a pequena subunidade 16S (RAMIREZ-BABENA
et al., 2008; SHAMSELDIN et al., 2005). O sequenciamento em ampla escala desse
trecho do DNA permitiu a reclassificacdo dos rizébios em distintos géneros:
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Neorhizobium, Rhizobium e
Sinorhizobium (=Ensifer) (ROSENBERG, 2013).

Em bactérias, € comum encontrar producdo varidvel de EPS, mesmo em
bactérias do mesmo género cultivadas nas mesmas condicbes, conforme
demonstrado em Rhizobium (CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2018, 2014,
CASTELLANE; LEMOS, 2007) assim como em outras bactérias produtoras de EPS
como Xanthomonas (ROTTAVA et al., 2009) e Sphingomonas (BERWANGER et al.,
2007).

Existem varios trabalhos na literatura que elucidam a composi¢ao quimica de
diversos biopolimeros extracelulares produzidos pelo género Rhizobium (BECKER et
al., 1998; CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2018, 2014; CASTELLANE; LEMOS,
2007; CASTELLANE; OTOBONI; LEMOS, 2015; CASTELLANE et al., 2015;
GUENTAS et al, 2001; HISAMATSU et al.,, 1997; MORETTO et al.,, 2015;
ROBERTSEN etal., 1981; WIELBO et al., 2004). Os EPS de rizobios sao constituidos
em sua maioria de glicose e galactose e em menor propor¢ao de manose, ramnose e

acido glicurénico, de acordo com a Tabela 1.



Tabela 1. Condi¢des de cultivo, producdo, composi¢cdo quimica e propriedades de
EPS de Rhizobium sp.

. . Condicbes Producdo Composicéo . .
Microrganismo ; EPS P Propriedades Referéncia
de Cultivo . Quimica
(9L
R. tropici PSYL - fonte Manosgéir(?gnnose, Comportamento
SEMIA 4080 e de carbono A poriams (CASTELLANE
5,52 galacturdnico e pseudoplastico e
mutante sacarose tracos de &cido bioemulsificante etal., 2017)
MUTZC3 10 g.Lt Gos de ¢
glicurénico
Manose; ramnose;
PSYL -fonte acido Comportamento n&o
R. tropici de carbono glicurdnico;glicose; P . (CASTELLANE
7,45 newtoniano
SEMIA 4077 sacarose galactose e tragos (pseudoplasticidade) et al., 2015)
10 g.L? de 4cido P P
galacturénico
Meio Liquido Comportamento
o de Extrato de . portame (PRIYANKA et
Rhizobium sp. levedura 21 Glicose, galactose, pseudopléstico al., 2015)
PRIM-18 . ' € manose atividade "
manitol emulsionante
(YMB)
Ramn;;gt,oilg:ose, Comportamento
Rhizobium sp. PGYL e 6.63 mgnose éci’do pseudopléstico e (MORETTO et
LBMP-C04 PSYL ’ L T atividade al., 2015)
glicurénico, &acido o
. emulsificante
galacturonico
PSYL- fonte Manose, ramnose, .
R. tropici de carbono 375 acido glicurbnico e Ccomportamento (CAfgl\lil(_)LéO.\NE,
Isolado JAB1 sacarose ' tracos de &cido pseudopléstico LEMOS 2614)
10g.L1? galacturdnico ’
PSYL- fonte Manose, ramnose, .
R. tropici de carbono 506 acido glicurénico e Comportamento (CAE;\E'LOLéAfNE’
Isolado JAB6 sacarose ' tracos de &cido pseudopléastico LEMOS 2614
1 A , )
10 g.L galacturdnico
Manose, ramnose,
R. tropici Zi’i;rtmf 4cido comportamento | (CASTELLANE:
(SEMIA 4080 - sacarose 3,94 galacturdnico e seupdo lastico LEMOS;
MUTPA?) T tragos de acido P P LEMOS, 2014)
9- glicurdnico
Soro de leite
reconstituido
e acido Comportamento
R. radiobacter | tricloroacético 283 Glicose e seupdo l4stico (ZHOU et al.,
S10 (TCA) - ' galactose P y i'% . 2014)
concentragéo P
final de 5%
(w/w)
Meio liquido
minimo (STAUDT;
R. tropici (LMM) dois Glicose, galactose, WOLFE;
CiATE?99 substratos D - 4,08 glicano, ramnose, - SHROUT,
glicose e L — residuos de xilose 2012)
arabinose
(55 mM)

Adaptado de (RIBEIRO; BURKERT, 2016).



O género Rhizobium engloba o maior nimero de espécies e no entanto poucos
séo os estudos envolvendo estirpes selecionadas para a producgéo de biopolimero de
interesse industrial. Na literatura destacam-se as estirpes SEMIA 4080 e SEMIA 4077
de R. tropici, onde sua producdo chegou a 5,52 e 7,45 g.L™* de cultivo, em condicdes
laboratoriais de caldo fermentado contendo sacarose (CASTELLANE et al., 2015,
2017). Consideradas as mais altas se comparadas a outras estirpes rizobianas em
diferentes fontes de cultivo como, R. tropici CIAT899, que produziu 4,08 g.L* cultivado
meio contendo glicose e arabinose (STAUDT; WOLFE; SHROUT, 2012), R.
radiobacter S10 com producéo de 2,83 g.L* fermentado em soro de leite (ZHOU et
al., 2014) e uma espécie de Rhizobium sp. PRIM-18 com producéo de 2,1 g.L* em
meio contendo extrato de levedura e manitol (PRIYANKA et al., 2015).

Campanharo (2006) comparou a producdo de goma utilizando sacarose como
fonte de carbono em um meio definido como PSYL, em que as diferentes estirpes
rizobianas foram submetidas as mesmas condi¢6es de cultivo e propor¢ao de indculo,
onde as espécies de Mesorhizobium sp. e Rhizobium tropici sp. e apresentaram
guantidades consideradas elevadas de EPS, 15,80 g.L ' e 5,85 g L1, respectivamente.
No entanto quando cultivada em meio definido de Rhizobium (RDM) contendo glicerol
como fonte de carbono, M. loti apresentou producédo de EPS em quantidade inferior,
3,10 g.Lt. (CASTELLANE; OTOBONI; LEMOS, 2015) e em R. tropici CIAT899
produziu 4,08 g.L-1, quando cultivado em meio liqguido minimo (LMM) suplementado
com sacarose (STAUDT; WOLFE; SHROUT, 2012).

Castellane e colaboradores (2014) em estudos sobre a composi¢édo quimica de
EPS produzido por R. tropici estirpe SEMIA 4080 e mutantes MUTZC3 e MUTPA7,
encontraram maiores proporcdes de galactose (32,47 a 40,52%) e glicose (53,53 a
55,48%), menores percentuais de ramnose (2,31 a 2,60), manose (0,74% a 1,15%),
tracos de acido glicurbnico nos mutantes, 8,6% na estirpe, vestigios de &cido
galacturdénico na estirpe selvagem e 2,60% no mutante MUTZC3 e 2,70% no
MUTPAY.

Em estudos com EPS sintetizados por espécies de Rhizobium, estes
apresentaram comportamento reoldgico caracteristico de polissacarideos produzidos

por microrganismos, carater pseudoplastico com um leve aumento da viscosidade



aparente de dois isolados e uma estirpe padréo, estirpe CIAT 899 (BARRETO et al.,
2011).

No trabalho realizado por Aranda-Selveiro e colaboradores (2010) foram
avaliadas trés diferentes linhagens de Rhizobium sp. utilizadas na produc¢éo de EPS,
estas produziram solug@es polissacaridicas com propriedades reolégicas distintas, 0s
autores sugeriram que o &cido urbnico tenha sido um dos fatores responséaveis
(ARANDA-SELVERIO et al., 2010).

Moretto e colaboradores (2015) trabalharam com quatro isolados de Rhizobium
e obtiveram resultados onde todos os polimeros mostraram um comportamento de
fluido n&o-newtoniano pseudoplastico em solu¢des aquosas e, um isolado, LBMP-C04
apresentou capacidade 6tima de emulsificacdo em condi¢cfes de pH 10 (E24= 53%) e
em 30% de salinidade (E24 = 27%). Castellane (2014), a partir dos resultados de seus
estudos sugere o microrganismo R. tropici, estirpe SEMIA 4080, como um modelo de

organismo celular promissor para a producédo de EPS microbiano.

2.4. Modificacdo de Exopolissacarideos

Os EPS microbianos tais como a goma xantana e o alginato bacteriano, podem
ser utilizados como uma fonte alternativa de biopolimeros, devido sua composicéo e
propriedades fisico-quimicas similares a dos polimeros vegetais (LUNA, 2016). Além
do que a sua producdo em larga escala ndo é dependente das variacbes sazonais
(PRADELLA, 2015). Estes biopolimeros sdo de grande importadncia comercial e
biotecnoldgica, pois apresentam potencial de aplicagdo em diferentes setores e baixo
custo para sua producao.

A viscosidade € a principal caracteristica avaliada quanto a utilizacdo de
polimeros em formulacdes de modo geral. Os polimeros de baixo peso molecular
(LMW) séo facilmente soluveis em solugbes aquosas, se destacam devido as suas
propriedades biolégicas melhoradas a nivel celular e molecular (SALAH et al., 2013;
ZOU et al., 2016). Como exemplo, EPS marinho sulfatado produzido por Alteromonas
inibiu in vitro a migracdo de células cancerigenas de osteossarcoma (HEYMANN et
al., 2016). Enquanto, o elevado peso molecular (HMW) confere baixa solubilidade,
assim como ocorre em goma xantana (MILAS; RINAUDO; TINLAND, 1986).
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Dentre os métodos existentes utilizados na modificacdo e obtencdo de
polimeros de baixa massa molecular (LMW), estdo aqueles aplicando forca fisica,
compostos quimicos e enzimas. No entanto, 0 uso de enzimas, se comparado aos
demais métodos, direciona o local da modificacdo, tém-se controle da reacéo e nao
sao gerados residuos (RIGOUIN et al., 2009; ZOU et al., 2016).

Os biopolimeros podem despolimerizados totalmente ou parcial por enzimas
da familia das Polissacarideo Liases (MICHAUD et al., 2003), assim, a descoberta de
bactérias produtoras de enzimas que atuem em EPS poderia ser util, pois poderiam
ser utilizadas na alteragdo da sua estrutura que resulte em compostos menores com
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas interessantes e desejaveis na industria de
biopolimeros (NANKAI et al., 1999).

O tratamento enzimatico surge como alternativa interessante e favoravel na
modificacdo de EPS, este tipo de tratamento teve seu primeiro relato em Bacillus sp.
GL1 que apresentavam a incidéncia da enzima xantana liase, responsavel por

mudancas das cadeias laterais destes polimeros (SUTHERLAND, 2001a).

2.5. Polisssacarideo Liases

As Polissacarideo Liases (PL) (EC 4.2.2.-) sdo enzimas importantes na
degradacédo de carboidratos através do mecanismo de -eliminacéo liberando grupos
laterais, da cadeia de carbono em polissacarideos (LINHARDT; GALLIHER;
COONEY, 1987; LOMBARD et al.,, 2010, 2014; MICHAUD et al., 2003). Séao
classificadas em vinte e oito familias, sendo 14.219 mdodulos classificados e 1.344 que
ainda precisam de caracterizacdo (Base de Dados de Carboidratos “CAZy” disponivel
em <http://www.cazy.org/>, acesso em 14/04/2018).

A familia PL 8 é uma das mais importantes na atuacdo em polimeros de
carboidratos e tem papel fundamental na modificacdo das cadeias laterais do acido
hialurénico, condroitina e xantana (LOMBARD et al., 2014). E formada pelas enzimas
hialuronato liase (EC 4.2.2.1), condroitina AC liase (EC 4.2.2.5), xantana liase (EC
4.2.2.12) e condroitina ABC liase (EC 4.2.2.20) onde existem apenas vinte e sete
enzimas caracterizadas. Estas enzimas reconhecem residuos de &cido urénico em

polissacarideos, em ligagfes glicosidicas e atuam liberando oligossacarideos com
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duplas ligacbes C=C nos residuos terminais ndo redutores, de acordo com a Figura 3
(HASHIMOTO et al., 2003).

A atividade das PL em sua maioria € monitorada através das ligacdes duplas
geradas (SUTHERLAND, 1995) e que podem ser avaliadas através da absorbancia
em 232 nm. Contudo devido as diferengas consideraveis na estrutura dos substratos,
no grau de polimerizagdo, de substituicdo, na diversidade de fontes e atividades
enzimaticas, é necessario identificar o melhor método adaptado, com a melhor
sensibilidade, proporcionando um baixo custo e permitindo uma alta triagem de
producdo (RIGOUIN et al., 2009).

Goma Xantana
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Figura 3. Estruturas de polissacarideos e modos de acéo de polissacarideos liases
(PL 8). Setas continuas (==») indicam os locais de clivagem das polissacarideo liases
e setas pontilhadas (---»), as reagfes de degradacao dos polissacarideos em dupla
ligacoes (HASHIMOTO et al., 2003).
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2.5.1. Hialuronato Liase

A enzima hialuronato liase cliva ligacdes glicosidicas de acido hialurénico (HA)
e libera como produtos contendo varias unidades de 4,5-oligossacarideos insaturados
que podem ser tdo pequenos quanto os dissacarideos de HA (AKHTAR; BHAKUNI,
2004; BERRY et al., 1994).

Atualmente existem oito hialuronato liases caracterizadas no Cazy, (Disponivel
em <http://www.cazy.org/>, acesso em 02/05/2018), isoladas de Bacillus sp.,
Cutibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Streptococcus constellatus, S.
intermedius, S. pneumoniae, S. coelicolore. Destas, uma enzima comercial foi isolada
de Streptococcus hyalurolyticus, que nado apresenta atividade em outros
glicosaminoglicanos (GAGs), como heparina e queratina (AKHTAR; BHAKUNI, 2004).
Os GAGs sao polissacarideos com grupo sulfato, lineares e aniénicos composto por
unidades dissacaridicas repetidas de hexosamina e residuos de acido urdnico (RYE;
WITHERS, 2002).

Contudo algumas hialuronato liases bacterianas podem apresentar atividade
em condroitina sulfatada, que resulta em oligossacarideos com residuos de &cido
hexurdnicos insaturados (AKHTAR; BHAKUNI, 2004). A hialuronato liase de S.
pneumoniae (SpnHL) apresenta homologia de 21,3% com a a condroitina AC liase,
que € membro do grupos das enzimas de degradacdo dos GAGs (AKHTAR;
BHAKUNI, 2004).

A atividade da hialuronato liase foi definida como sua capacidade de clivar HA
em unidades dissacaridicas insaturadas, que é monitorada por um aumento da
absorbancia em 232 nm a 25 °C (AKHTAR; BHAKUNI, 2004; RIGOUIN et al., 2009).

2.5.2. Condroitina Liase

A condroitina sulfatada (CS) é constituida de N-acetil-galactosamina com
sulfato em C4 e C6 ligada ao acido glicurdnico e dois dissacarideos através de uma
ligagéo glicosidica. Existem duas enzimas condroitina liases que atuam em substrato

de condroitina sulfatadas.
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A enzima condroitina AC liase, que atua sobre condroitina 4-sulfato e
condroitina 6-sulfato, cliva a ligacdo glicosidica entre a hexosamina e o residuo de
acido glicurénico liberando oligossacarideos insaturados, que sao detectados em uma
absorbancia maxima a 232 nm, assim como a maioria das PL (GU et al., 1995; RANI
et al., 2018; RYE; WITHERS, 2002).

Enquanto que a condroitina ABC sulfato liase atua de forma exolitica na
condroitina A (sulfato de condroitina C-4), condroitina B (sulfato de dermatan) e
condroitina C (sulfato de condroitina C-6) (POJASEK et al., 2001).

De acordo com o Cazy (Disponivel em <http://www.cazy.org/>, acesso em
02/05/2018), existem sete condroitina liases caracterizadas, isoladas de bactérias
como Bacteriodes stercoris, B. Thetaiotaomicron, Flavobacterium columnare,

Pedobacter heparinus, P. saltans e Proteus vulgaris.

2.5.3. Xantana Liase

Dentre as enzimas da via de despolimerizacdo de polissacarideos, a xantana
liase se destaca, pois até o momento, € a primeira da via de despolimerizacédo
(NANKAI et al., 1999) e tem papel fundamental na modificagéo das cadeias laterais
da goma xantana.

Atua na cadeia da goma xantana através da [3-eliminacdo entre a manose e 0
acido glicurénico, diminuindo a viscosidade do polimero sem destruir sua cadeia
principal e afetando suas propriedades reoldgicas essenciais (HASHIMOTO et al.,
1998; NANKAI et al., 1999; SUTHERLAND, 1987, 1995). A xantana liase € a Unica
polissacarideo liase exo atuante, libera o terminal manosil da estrutura principal
(Figura 4), a auséncia dos residuos de manose na cadeia lateral e acido glucurdnico
resultam no aumento da viscosidade da goma xantana, sendo assim pode ser utilizada
menor quantidade do polimero para atingir maior viscosidade (HASHIMOTO et al.,
2001; KHALIL; JAN, 2012; RUIJSSENAARS; DE BONT; HARTMANS, 1999).
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Xantana

Figura 4. Modelo proposto de clivagem da cadeia lateral da goma xantana pela
enzima xantana liase. (NANKAI et al., 1999).

Atualmente existem duas enzimas caracterizadas depositadas no Cazy, uma
isolada do cultivo de Bacillus sp. (HASHIMOTO et al.,, 1998) e outra isolada de
Paenibacillus (RUIJSSENAARS; HARTMANS; VERDOES, 2000). Posteriormente foi
clonada uma enzima xantana liase recombinante (HASHIMOTO et al., 2001) e mais
recente foi caracterizada uma xantana liase isolada de Microbacterium sp. que nao
esta disponivel no Cazy (YANG et al., 2014).

A enzima isolada de Bacillus sp. estirpe GL1, € um mondmero com massa
molecular de 75 kDa, mais ativa em pH 5,5 a 50 °C, a induc&o da sua producdo em
Bacillus sp. foi identificada apds adicdo de goma xantana ao meio de cultura, como
Unica fonte de carbono (HASHIMOTO et al., 1998). Posteriormente essa enzima foi
clonada em Escherichia coli e sua estrutura foi avaliada para compreender melhor seu
mecanismo de ac¢dao e sitio catalitico em comparacao com outras PL (HASHIMOTO et
al., 2001; MARUYAMA et al., 2007). A homologia da xantana liase com outras PL &
menor do que 30% (HASHIMOTO et al., 2003) e tém como principal produto,
oligossacarideos insaturados (MICHAUD et al., 2003).

3. REFERENCIAS

ACOSTA-JURADO, SEBASTIAN NAVARRO-GOMEZ, P. et al. Exopolysaccharide
production by Sinorhizobium fredii HH103 is repressed by genistein in a NodD1-
dependent manner. PLoS ONE, v. 11, n. 8, p. 1-16, 2016.

AKHTAR, M. S.; BHAKUNI, V. Streptococcus pneumoniae hyaluronate lyase: an
overview. Current Science, v. 86, p. 285-295, 2004.



15

ARANDA-SELVERIO, G. et al. Propriedades reoldgicas e efeito da adicdo de sal na
viscosidade de exopolissacarideos produzidos por bactérias do género Rhizobium.
Quimica Nova, v. 33, n. 4, p. 895-899, 2010.

BARRETO, M. DO C. S. et al. Produg&o e comportamento reoldgico de biopolimeros
produzidos por rizObios e caracterizacdo genética. Revista Brasileira de
Agrociéncia, v. 17, n. 2-4, p. 221-227, 2011.

BECKER, A. et al. Xanthan gum biosynthesis and application: A biochemical/genetic
perspective. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 50, n. 2, p. 145-152,
1998.

BERRY, A. M. et al. Cloning and nucleotide sequence of the Streptococcus
pneumoniae hyaluronidase gene and purification of the enzyme from recombinant
Escherichia coli. Infection and Immunity, 1994.

BERWANGER, A. L. DA S. et al. Producdo de biopolimero sintetizado por
Sphingomonas capsulata a partir de meios industriais. Ciéncia e Agrotecnologia, V.
31, p. 177-183, 2007.

BORGES, C. D. et al. Caracterizacdo de biopolimeros produzidos por Beijerinckia sp
. 7070 em diferentes tempos de cultivo. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 24,
n. 3, p. 327-332, 2004.

BORSCHIVER, S.; ALMEIDA, L. F. M.; ROITMAN, T. Monitoramento tecnolégico e
mercadologico de biopolimeros. Polimeros, v. 18, p. 256-261, 2008.

BRASIL. Ministério do Desenvolvimento Industria e Comércio. Disponivel em:
<http://www.mdic.gov.br/comercio-exterior/estatisticas-de-comercio-exterior/comex-
vis/frame-siit>. Acesso em: 9 maio. 2018a.

BRASIL. Ministério do Desenvolvimento Industria e Comércio. Exportacédo e
Importacdo Geral. Disponivel em: <http://comexstat.mdic.gov.br>. Acesso em: 9
maio. 2018b.

CASTELLANE, L. C. T.; LEMOS, M. V. F.; LEMOS, E. G. DE M. Exploring and
Utilization of Some Bacterial Exopolysaccharide. Biopolymers Research, v. 2, n. 1,
p. 1-7, 2018.

CASTELLANE, T. C. L. et al. Production of exopolysaccharide from rhizobia with
potential biotechnological and bioremediation applications. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 74, p. 515-522, 2015.

CASTELLANE, T. C. L. et al. Characterization of new exopolysaccharide production
by Rhizobium tropici during growth on hydrocarbon substrate. International Journal
of Biological Macromolecules, v. 96, p. 361-369, 2017.

CASTELLANE, T. C. L.; LEMOS, E. G. D. M. Composi¢cdo de exopolissacarideos
produzidos por estirpes de rizobios cultivados em diferentes fontes de carbono.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 42, n. 10, p. 1503-1506, 2007.



16

CASTELLANE, T. C. L.; LEMOS, M. V. F.; LEMOS, E. G. D. M. Evaluation of the
biotechnological potential of Rhizobium tropici strains for exopolysaccharide
production. Carbohydrate Polymers, v. 111, p. 191-197, 2014.

CASTELLANE, T.C. L.; OTOBONI, A. M. M. B.; LEMOS, E. G. DE M. Characterization
of exopolysaccharides produced by Rhizobia species. Revista Brasileira de Ciéncia
do Solo, v. 39, n. 6, p. 1566-1575, 2015.

DI DONATO, P. et al. Recent advances in the study of marine microbial biofilm: from
the involvement of Quorum Sensing in its production up to biotechnological application
of the polysaccharide fractions. Journal of Marine Science and Engineering, v. 4, n.
2, p. 34, 2016.

DONOT, F. et al. Microbial exopolysaccharides: main examples of synthesis,
excretion, genetics and extraction. Carbohydrate Polymers, v. 87, n. 2, p. 951-962,
2012.

DOWNIE, J. A. The roles of extracellular proteins, polysaccharides and signals in the
interactions of rhizobia with legume roots. FEMS Microbiology Reviews, v. 34, n. 2,
p. 150-170, 2010.

FREITAS, F. et al. Controlled production of exopolysaccharides from enterobacter A47
as a function of carbon source with demonstration of their film and emulsifying abilities.
Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 172, n. 2, p. 641-657, 2014.

FREITAS, F.; ALVES, V. D.; REIS, M. A. M. Advances in bacterial exopolysaccharides:
From production to biotechnological applications. Trends in Biotechnology, v. 29, n.
8, p. 388-398, 2011.

GU, K. et al. Purification, characterization and specificity of chondroitin lyases and
glycuronidase from Flavobacterium heparinum. The Biochemical journal, v. 312 ( Pt
2, p. 569-577, 1995.

GUENTAS, L. et al. Structure of a polysaccharide from a Rhizobium species containing
2-deoxy-B-D-arabino-hexuronic acid. Carbohydrate Research, v. 332, n. 2, p. 167—
173, 2001.

HASHIMOTO, W. et al. Xanthan lyase of Bacillus sp. strain GL1 liberates pyruvylated
mannose from xanthan side chains. Applied and Environmental Microbiology, v.
64, n. 10, p. 3765-3768, 1998.

HASHIMOTO, W. et al. Polysaccharide Lyase : molecular cloning , sequencing , and
overexpression of the xanthan lyase gene of Bacillus sp . strain GL1. Applied and
Environmental Microbiology, v. 67, p. 713—-720, 2001.

HASHIMOTO, W. et al. Crystal structure of Bacillus sp. GL1 xanthan lyase, which acts
on the side chains of xanthan. Journal of Biological Chemistry, v. 278, n. 9, p. 7663—
7673, 2003.

HEYMANN, D. et al. Anti-metastatic properties of a marine bacterial



17

exopolysaccharide-based derivative designed to mimic glycosaminoglycans.
Molecules, v. 21, n. 3, 2016.

HISAMATSU, M. et al. Structural characterization of a new acidic exopolysaccharide
and cyclic (1—2)B-glucan produced by Rhizobium huakuii forming nodules on
Astragalus sinicus. Journal of Fermentation and Bioengineering, v. 83, n. 4, p. 315—
320, 1997.

KHALIL, M.; JAN, B. M. Herschel-Bulkley rheological parameters of a novel
environmentally friendly lightweight biopolymer drilling fluid from xanthan gum and
starch munawar. Journal of Applied Polymer Science, v. 124, p. 595-606, 2012.

LINHARDT, R. J.; GALLIHER, P. M.; COONEY, C. L. Polysaccharide lyases. Applied
Biochemistry and Biotechnology, v. 12, n. 2, p. 135-176, 1987.

LOMBARD, V. et al. A hierarchical classification of polysaccharide lyases for
glycogenomics. Biochemical Journal, v. 432, n. 3, p. 437-444, 2010.

LOMBARD, V. et al. The carbohydrate-active enzymes database (CAZy) in 2013.
Nucleic Acids Research, v. 42, n. D1, 2014.

LUNA, W. N. S. Acetilagdo do exopolissacarideo (1—6)- B-D-glucana
(lasiodiplodana): derivatizacdo quimica e caracterizacao. 2016. 64f. Dissertacao.
(Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos). Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Pato Branco, 2016.

MARUYAMA, Y. et al. A structural factor responsible for substrate recognition by
Bacillus sp. GL1 xanthan lyase that acts specifically on pyruvated side chains of
xanthan. Biochemistry, v. 46, n. 3, p. 781-791, 2007.

MENEZES, D. D. S. et al. Producédo biotecnolégica de goma xantana em alguns
residuos agroindustriais, Caracterizacdo e aplicacdes. Rev. Elet. em Gestéo,
Educacéo e Tecnologia Ambiental, v. 8, n. 8, p. 1761-1776, 2012.

MICHAUD, P. et al. Polysaccharide lyases: Recent developments as biotechnological
tools. Critical Reviews in Biotechnology, v. 23, n. 4, p. 233-266, 2003.

MILAS, M.; RINAUDO, M.; TINLAND, B. Comparative depolymerization of xanthan
gum by ultrasonic and enzymic treatments. Rheological and structural properties.
Carbohydrate Polymers, v. 6, n. 2, p. 95-107, 1986.

MORETTO, C. et al. Chemical and rheological properties of exopolysaccharides
produced by four isolates of rhizobia. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 81, p. 291-298, 2015.

NANKAI, H. et al. Microbial system for polysaccharide depolymerisation: enzymatic
route for xanthan depolymerisation by Bacillus sp. strain GL1. Applied and
Environmental Microbiology, v. 65, n. 6, p. 2520-2526, 1999.

PETRI, D. F. S. Xanthan gum: A versatile biopolymer for biomedical and technological



18

applications. Journal of Applied Polymer Science, v. 132, n. 23, 2015.

PHILLIPS, G. O.; WILLIAMS, P. A. Handbook of hydrocolloids. Boca Raton (FL),
USA: CRC Press, 2000; 1-19

POJASEK, K. et al. Recombinant expression, purification, and kinetic characterization
of chondroitinase AC and chondroitinase B from Flavobacterium heparinum.
Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 286, n. 2, p. 343-351,
ago. 2001.

PRADELLA, C. Biopolimeros e Intermediarios Quimicos. Centro de Gestéo e
Estudos Estratégicos, n. October, p. 120, 2015.

PRIYANKA, P. et al. Versatile properties of an exopolysaccharide R-PS18 produced
by Rhizobium sp. PRIM-18. Carbohydrate Polymers, v. 126, p. 215-221, 2015.

RAMIREZ-BABENA, M. H. et al. Revision of the taxonomic status of the species
Rhizobium leguminosarum (Frank 1879) Frank 1889AL, Rhizobium phaseoli
Dangeard 1926AL and Rhizobium trifolii Dangeard 1926AL. R. trifolii is a later synonym
of R. leguminosarum. Reclassification of the strain. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 58, n. 11, p. 2484-2490, 2008.

RAMOS, A. et al. Relationship between glycolysis and exopolysaccharide biosynthesis
in Lactococcus lactis. Applied and Environmental Microbiology, 2001.

RANI, A. et al. Insights into the structural characteristics and substrate binding analysis
of chondroitin AC lyase (PsPL8A) from Pedobacter saltans. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 109, p. 980-991, 2018.

RENDUELES, O.; KAPLAN, J. B.; GHIGO, J. M. Antibiofilm polysaccharides.
Environmental Microbiology, v. 15, n. 2, p. 334-346, 2013.

RIBEIRO, V. A.; BURKERT, C. A. V. Exopolysaccharides produced by Rhizobium:
production , composition and rheological properties. Journal of Polymer and
Biopolymer Physics Chemistry, v. 4, n. 1, p. 1-6, 2016.

RIGOUIN, C. et al. Assessment of biochemical methods to detect enzymatic
depolymerization of polysaccharides. Carbohydrate Polymers, v. 76, n. 2, p. 279—
284, 2009.

ROBERTSEN, B. K. et al. The structure of acidic extracellular polysaccharides
secreted by Rhizobium leguminosarum and Rizobium trifolii. Plant physiology, v. 67,
n. 3, p. 389-400, 1981.

ROSENBERG, E. The prokaryotes: Alphaproteobacteria and betaproteobacteria.

ROTTAVA, I. et al. Xanthan gum production and rheological behavior using different
strains of Xanthomonas sp. Carbohydrate Polymers, 2009.

RUIJSSENAARS, H. J.; DE BONT, J. A. M.; HARTMANS, S. A pyruvated mannose-



19

specific xanthan lyase involved in xanthan degradation by Paenibacillus alginolyticus
XL-1. Applied and Environmental Microbiology, v. 65, n. 6, p. 2446-2452, 1999.

RUIJSSENAARS, H. J.; HARTMANS, S.; VERDOES, J. C. A novel gene encoding
xanthan lyase of Paenibacillus alginolyticus strain XL-1. Applied and Environmental
Microbiology, v. 66, n. 9, p. 3945-3950, 2000.

RYE, C. S.; WITHERS, S. G. Elucidation of the mechanism of polysaccharide cleavage
by Chondroitin AC Lyase from Flavobacterium heparinum. Journal of the American
Chemical Society, v. 124, n. 33, p. 9756-9767, ago. 2002.

SALAH, R. BEN et al. Production of xanthan gum from Xanthomonas campestris
NRRL B-1459 by fermentation of date juice palm by-products (Phoenix dactylifera L.).
Journal of Food Process Engineering, v. 34, n. 2, p. 457-474, 2011.

SALAH, R. et al. Anticancer activity of chemically prepared shrimp low molecular
weight chitin evaluation with the human monocyte leukaemia cell line, THP-1.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 52, n. 1, p. 333-339, 2013.

SATHIYANARAYANAN, G.; SEGHAL KIRAN, G.; SELVIN, J. Synthesis of silver
nanoparticles by polysaccharide bioflocculant produced from marine Bacillus subtilis
MSBN17. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 102, p. 13-20, 2013.

SHENG, G. P.; YU, H. Q.; LI, X. Y. Extracellular polymeric substances (EPS) of
microbial aggregates in biological wastewater treatment systems: A review.
Biotechnology Advances, v. 28, n. 6, p. 882-894, 2010.

SILVA, M. D. L. C. DA et al. Caracterizacdo quimica de glucanas fungicas e suas
aplicacBes biotecnolégicas. Quimica Nova, v. 29, n. 1, p. 85-92, 2006.

SKORUPSKA, A. et al. Rhizobial exopolysaccharides: Genetic control and symbiotic
functions. Microbial Cell Factories, v. 5, p. 1-19, 2006.

STAUDT, A. K.; WOLFE, L. G.; SHROUT, J. D. Variations in exopolysaccharide
production by Rhizobium tropici. Archives of Microbiology, v. 194, n. 3, p. 197-206,
2012.

STEWART, T. J. et al. Characterization of extracellular polymeric substances (EPS)
from periphyton using liquid chromatography-organic carbon detection-organic
nitrogen detection (LC-OCD-OND). Environmental Science and Pollution
Research, 2013.

SUTHERLAND, I. W. Xanthan Lyases--Novel Enzymes Found in Various Bacterial
Species. Journal Gen Microbiol, v. 133, n. 11, p. 3129-3134, 1987.

SUTHERLAND, I. W. Polysaccharide lyases. Thesis Polysaccharide Lyases, v. 16,
n. 4, p. 323-347, 1995.

SUTHERLAND, I. W. Microbial polysaccharides from Gram-negative bacteria.
International Dairy Journal, v. 11, n. 9, p. 663—674, 2001a.



20

VOET, D.; VOET, J. G. Bioquimica. 4. ed. Porto Alegre: [s.n.].

WIELBO, J. et al. Complexity of phenotypes and symbiotic behaviour of Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii exopolysaccharide mutants. Archives of Microbiology,
v. 182, n. 4, p. 331-336, 2004.

YANG, F. et al. Production and purification of a novel xanthan lyase from a xanthan-
degrading Microbacterium sp. Strain XT11. Scientific World Journal, v. 2014, 2014.

ZHOU, F. et al. Exopolysaccharides produced by Rhizobium radiobacter S10 in whey
and their rheological properties. Food Hydrocolloids, v. 36, p. 362-368, 2014.

ZOU, P. et al. Advances in characterisation and biological activities of chitosan and
chitosan oligosaccharides. Food Chemistry, v. 190, n. 12, p. 1174-1181, 2016.



21

CAPITULO 2 - Clonagem e expresséo heterologa de uma enzima Polissacarideo

Liase, familia 8 isolada de consércio microbiano

RESUMO

Atualmente o sequenciamento de organismos e comunidades tem contribuido
para a descoberta de novas moléculas com diferentes aplicagdes. O grupo de enzimas
Polissacarideos Liases (PL) pertencente a familia 8 atua em ligacdes glicosidicas de
polissacarideos acido resultando em oligossacarideos insaturados, que apresentam
propriedades melhoradas, como o acido hialurénico obtido a partir de hialuronato
liase. Logo o objetivo deste trabalho foi obter através de clonagem e expressdo uma
enzima PL. Em bancos de dados gendmicos e metagendmicos foram encontradas
trés sequéncias que apresentaram similaridade de sequéncia com PL da familia 8. A
ORF CB10 80.2961 possui 2777 pb, e foi selecionada quando foi analisada a partir do
BLATp com a base de proteinas PDB, por apresentar maior indice de similaridade
com PL que as outras ORF, apresentando respectivamente identidades de 41% (68%
de cobertura) com uma enzima condroitina AC liase de Pedobacter heparinum
(IHMW) e de 29% (48% de cobertura) com uma xantana liase de Bacillus sp. GL1
(1JOM). As analises do ProtParam indicaram que a proteina recombinante possui
tamanho de 106 kDa, como esperado de sua sequéncia de aminoacidos. Com base
nas analises de modelagem molecular e inferéncia de funcdo for homologia, foi
possivel sugerir gue a ORF CB10 80.2961 é potencialmente um novo membro da
familia PL 8, enzima que exibe estrutura e motivos conservados N-terminal, C-terminal
e dominios central . O gene CB10 80.2961 foi clonado em pET28a e a proteina
recombinante expressa em células de E. coli BL21(DE3). Essas descobertas levantam
a possibilidade de mais estudos em sua purificacdo e aplicacdo em polissacarideos

com diferentes propriedades.

Palavras-chave: Prospeccao de genes, predicdo estrutural, enzima recombinante,

expressao em E. coli.
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1. INTRODUCAO

Enzimas Polissacarideo Liases (PL) (EC 4.2.2.-) atuam em biopolimeros,
através do mecanismo de 3-eliminacdo (MICHAUD et al., 2003), sdo classificadas em
vinte e oito familias, destas 14.219 apresentam maddulos classificados e 1.344 nao-
classificados que precisam de caracterizagédo (Base de Dados de Carboidratos “CAZy”
disponivel em <http://www.cazy.org/>, acesso em 14/04/2018). Dentre elas, a familia
PL 8 é uma das mais importantes do ponto de vista biotecnologico, e possui atividade
conhecida nos biopolimeros hialuronato, condroitina e goma xantana (LOMBARD et
al., 2014), liberando oligossacarideos insaturados que podem conferir novas
propriedades fisico-quimicas e biolégicas a estes polimeros.

Dentre as enzimas classificadas como PL8, a xantana liase atua de forma
especifica na goma xantana, usualmente utilizada na industria, nas ligacGes
glicosidicas entre a manose e o acido glicurénico, modificando-a e conferindo novas
propriedades fisico-quimicas a este biopolimero, tais como aumento da viscosidade e
solubilidade. Os polimeros produzidos por bacterias do género Rhizobium sp. também
possuem estas ligacbes D-glicosidicas e estrutura monomérica similares a goma
xantana, desta forma possivelmente se constituem em substrato alternativo para a
acdo desta enzima, que possivelmente cause modificacdo em sua estrutura
(CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2014; CASTELLANE; OTOBONI; LEMOS, 2015;
PETRI, 2015; XU et al., 2013).

Foram prospectadas ORFs (Open Reading Frame) oriundas de Bancos de
Dados Genbmicos e Metagendmicos do Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas (LBMP) pertencente a FCAV/UNESP, sequéncias
potencialmente codificadoras de enzimas com similaridade com polissacarideo liases
da familia 8, sobretudo as que apresentassem similaridade com sequéncias de
xantana liase previamente caracterizadas e com estrutura protéica elucidada (Base
de dados PDB). Assim, a descoberta de sequéncias codificadoras de enzimas que
potencialmente atuem em polissacarideos poderia ser Util, pois tais enzimas poderiam
ser utilizadas na modificagcdo de biopolimeros com propriedades fisico-quimicas

desejaveis na industria de biopolimeros (NANKAI et al., 1999). Portanto o objetivo
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desse trabalho foi obter através da clonagem e expressdo uma enzima polissacarideo

liase recombinante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Prospeccdo de Genes das Familias das Polissacarideos Liases e
andlise das sequéncias

A busca foi feita a partir da estratégia de triagem de familias entre as PL 1 a PL
27 de enzimas caracterizadas disponiveis no Cazy, em comparag¢do com as ORFs
anotadas nos Bancos de Dados do LBMP oriundas de diversos habitats: Consércio
degradador de material lignocelulésico (CB10) (KISHI et al., 2017), metagenomas dos
ambientes Cerrado (CE), Capim (CP), Canga (CG), Mata Eucalipto (ME) Mata
Floresta (MF) (FERNANDES et al., 2018; KISHI et al., 2017) e da bactéria
Mesorhizobium (J5) . Os metagenomas e genomas do LBMP foram anotados a partir
de HMMs (Modelos ocultos de Markov) da base dbCAN (Disponivel em <
http://cys.bios.niu.edu/dbCAN/>, acesso em 30/03/2017), e assim as ORFs
selecionadas foram anotadas para a familia das PLs e triadas individualmente para
avaliar tamanho e cobertura dos genes, posteriormente as ORFs positivas foram
contadas individualmente das familias e tiveram sua abudancia representada pelo
programa Circos (Disponivel em <http://circos.ca/>).

A arvore fenética das sequéncias escolhidas com enzimas caracterizadas da
familia 8 foi gerada no programa Mega utilizando o teste “Neighbor-Joining”. Os
dominios conservados compartilhados entre as sequéncias prospectadas e PL 8
caracterizadas foi observado utilizando o programa Domosaicos (Disponivel em <
http://www.domosaics.net/>).

Utilizando o BLASTp (“Basic Local Alignment Search Tool” para proteinas) foi
realizado alinhamento da sequéncia de interesse com o0 Banco de Dados nao
redundante (nr) do NCBI (“National Center for Biotechnology Information”) e para a
busca por estruturas similares utilizou-se o Banco de Dados de Proteinas (PDB)
(SIERRA et al., 2017). O modelo estrutural da ORF selecionada foi gerado no
programa Swissmodel (Disponivel em: < https://www.swissmodel.expasy.org/>) e

modelado utilizando o software Pymol (Disponivel em: <https://pymol.org/2/>). Foram
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levados em consideracdo os seguintes critérios de selecdo na busca da base de
dados: E-value <1e™, limite esse restrito para garantir a alta cobertura e baixos indices
de falso positivos; identidade = 30%, cobertura = 60%.

Os dados fisico-quimicos teoricos da enzima foram gerados a partir do
ProtParam EXPASy (Disponivel em <http://www.expasy.org/>) e analise com o
servidor SignalP 4.1 (Disponivel em <http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/>), com

0 intuito de se identificar possiveis peptideos sinais.

2.2. Amplificagdo do gene potencialmente codificador da PL - 8

Uma vez identificada e escolhida a ORF CB10_80.2961, potencialmente
codificadora da enzima PL 8 do Genoma do Consoércio Microbiano (CB10) conforme
resultados de inferéncia de homologia por similaridade de sequéncia, procedeu-se a
clonagem da sequéncia em vetor de expressdo pET28a (Novagen, Gibbstown, New
Jersey, USA) visto que o sistema pET foi desenvolvido para a clonagem e expressao
de proteinas recombinantes em Escherichia coli, apresentando: duas sequéncias
codificadoras de cauda de histidina, tanto no N-terminal, quanto no C-terminal da
proteina; a sequéncia referente ao operon da lactose, lacl; o gene que confere
resisténcia a canamicina; e uma regido com multiplos sitios de clonagem (Figura 1).

Foram desenhados os oligonucleotideos iniciadores (primers) forward 5’
TATATGGATCCTACGTCACCATCATGGACCGTATC 3 e reverse 3
ATAAAGCTTCTATATCTTCACAATCTTCCGCACC 5 em que nos sitios de restricao
foram utilizadas as enzimas BamHI e Hindlll, respectivamente. A escolha foi baseada
nos resultados gerados pela ferramenta Sequence Manipulation Suite (Disponivel em:

<http://www.bioinformatics.org>).


http://www.bioinformatics.org/
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PET-28a(+) A || M

Figura 1. llustracdo das caracteristicas do vetor de clonagem pET28a utilizado

(Novagem).

O DNA total do consorcio bacteriano CB10 utilizado foi gentilmente extraido
pela doutoranda Gabriela Cabral Fernandes com o kit Wizard genomic DNA
purification (Promega), na concentracao de 50 ng/uL, seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os componentes utilizados na Polymerase Chain Reaction (PCR) para o

volume final de 50 pL estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes utilizados na PCR da amplificacdo do gene de polissacarideo
liase PL 8.

Componentes Volume
DNA polimerase Platinum™ PCR Super Mix High Fidelity (Invitrogen) 45 pL
Primer F (25,0 pmol) (Sigma) 0,5 pL
Primer R (25,0 pmol) (Sigma) 0,5 pL
DNA total CB10 (50 ng/uL) 3,0 L
Agua ultrapura (g.s.p) 1,0 pL

Volume Final 50 pL
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A amplificagéo do gene foi realizada seguindo o programa: 30 ciclos de 95 °C
por 2 min; 95 °C por 25 s; 64 °C durante 30 s, 72 °C por 3 min e 10 min a 72 °C em
termociclador. Apds o término da reagdo uma aliquota de 2 pL da reacdo de PCR foi
aplicada em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo (0,5 mg/uL), a fim de se
visualizar a amplificacdo dos produtos de PCR e revelado em um fotodocumentador
Geo-DocTM (Bio-Rad).

O kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research) foi utlizado na
purificacdo do produto de PCR de acordo com as recomendacdes do fabricante. O
fragmento de DNA amplificado foi quantificado em NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific) e a qualidade do DNA e a presenca de proteinas

contaminantes foi verificada pela relagdo 260/280nm.

2.3. Preparo do DNA plasmidial

Na extracdo do DNA plasmidial do pET28a foi utilizado o kit Wizard Plus SV
(Promega), a amostra foi quantificada em aparelho espectrofotométrico Nanodrop e a
qualidade do DNA e a presenca de proteinas contaminantes foi verificada pela relagéo
260/280nm.

2.4. Digestao do fragmento amplificado e do vetor

O DNA amplificado do inserto e do vetor foram digeridos com as enzimas de
restricio BamHI e Hindlll. Na reacdo de restricdo do vetor foi adicionada
conjuntamente a enzima FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo
Fisher Scientific) para a desfosforilagéo. Foi utilizado o programa: 37 °C por 10 min e
80 °C durante 20 min, segundo instru¢des do fabricante. Foi realizada a purificagao

com o kit Zymoclean Gel DNA Recovery, conforme o item 2.1.2.

2.5. Ligacéo do Inserto ao Vetor

O vetor pET28a foi digerido com as mesmas enzimas de restricdo do inserto

de modo a apresentar extremidades compativeis, de acordo com o descrito na Figura
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1. Assim o vetor restrito, desfosforilado, purificado e o inserto restrito e purificado
foram submetidos a uma reacao de ligacao para a produgéo de DNA recombinante a

16 °C durante 16 horas, cujos componentes e volumes estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Componentes utilizados na reacao 1X de ligagao do inserto ao vetor.

Componentes Volume
T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA) 1,5 uL
Tampéao T4 DNA Ligase (Biolabs) 2,0 uL
Inserto 3,0 pL
Vetor 2,3 uL
Agua ultrapura (g.s.p) 11,2 pL
Volume Final 20 uL

2.6. Transformacgéao de células de E. coli BL21(DE3)

A transformacéo foi realizada com células competentes de E. coli BL21(DE3),
doadas pelo Dr. Manoel Victor Lemos responsavel pelo Laboratério de Genética
Molecular (FCAV). Foram descongeladas em banho de gelo por aproximadamente 5
min. Na reacédo foram utilizados 10 uL do DNA ligado (constru¢cado pET28a+ORF cb10
80.2961) e 200 pL da célula competente BL21(DE3). A transformacao foi feita por
choque térmico e, para isso, a reacéo foi colocada durante 20 min. em banho de gelo
e logo em seguida, submetida a 42°C, por 90 s, posteriormente sendo recolocada no
banho de gelo por mais 2 min.

Apés a transformagao, foram adicionados 790 pL de meio SOC [2% de triptona
(p/v), 0,5% de extrato de levedura (p/v), 1 mL de NaCl 1 M, 0,25 mL de KCI 1 M, 1 mL
de Mg?* 2 M filtrado a 0,22 ym e 1 mL de glicose 2 M filtrada sob as mesmas
condicdes] para propiciar o desenvolvimento das células transformadas, sendo as
mesmas submetidas a agitacdo orbital de 200 rpm, a 37°C por 120 min. Apos
incubacdo das células transformadas, aliquotas de 100 pL da cultura foram
distribuidas em placas de petri, contendo o meio Luria Bertani (LB) solido [10 g/L de
Triptona; 5 g/L de Extrato de Levedura; 10 g/L de NaCl; 9 g/L de agar pH 7,0] com
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canamicina (50 pg/mL), onde as células transformadas foram incubadas a 37°C por
16 h.

2.7. Coleta, estoque dos clones e confirmacéo da clonagem

A coleta dos clones foi realizada com palitos de madeira estéril, 0s mesmos
foram colocados em 5 mL de meio LB suplementado com canamicina (50 ug/mL). Os
tubos foram incubados sob agitacao orbital constante a 200 rpm, 37°C, por 16 h. Apos
este periodo, uma aliquota de 800 pL da cultura foi transferida para tubo contendo
200 uL de glicerol esterilizado e congelados com nitrogénio liquido e estocados a -
80°C (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

A confirmacao preliminar da clonagem foi realizada através da reacao de PCR
em colbnias. Os clones coletados foram depositados em microtubos de 0,25 mL
estéreis e adicionados 20 yL de tampéo de lise celular (KCI 50 mM, Tween 20 0,1% e
Tris-HCI 10 mM, pH 8,3), sendo estes submetidos a temperatura de 99°C durante 30
min para a lise celular. Apds, 4 uL do sobrenadante que foi utilizado para a reagao de
PCR com os oligonucleotideos iniciadores e a visualizagdo do resultado foi realizada
em eletroforese em gel de agarose a 1%, de acordo com o item 2.1.2.

2.8. Sequenciamento dos clones

Apbs a PCR das colénias com os clones positivos como medida preliminar, foi
realizada extracdo de DNA plasmidial conforme o item 2.1.2 para posterior
sequenciamento e confirmacao da insercédo do fragmento no vetor e a visualizacédo do
resultado foi realizada em eletroforese em gel de agarose a 1%. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas no Laboratério de Sequenciamento LMSeq da
FCAV.

Para a reacao de sequenciamento o DNA plasmidiais foram amplificados em
microplacas nas seguintes condi¢des: 100 ng de DNA plasmidial, 3.0 uL de tampéao
de sequenciamento 5X v3.1, 1.0 yL de BigDye v3.1 (Applied Biosystems Carlsbad,
Califérnia, USA), 10 pmol dos primers utilizados no item 2.1.2., sendo que as reacdes

foram feitas separadamente para Forward e Reverse, sendo que foi usada agua
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deionizada estéril para completar o volume de 10 pL. As placas foram levadas ao
termociclador, com os seguintes ciclos: desnaturacdo a 96°C por 1 min; 39 ciclos de
96°C por 15 s; 65°C por 15 s, 60°C por 4 min e ciclo final a 4°C até serem retiradas.
Apoés a reacdo de sequenciamento procedeu-se com a lavagem da placa, o
DNA amplificado foi precipitado com 80 pL de isopropanol 75%, incubando-se em
temperatura ambiente por 15 min, sendo posteriormente centrifugadas a 4.000 x g por
45 min a 15°C, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas duas
vezes com 180 pL de etanol 70%, e centrifugadas a 4.000 x g rpm por 5 min a 15°C.
O sobrenadante foi descartado e o excesso de etanol foi retirado a vacuo por 5 min.
As amostras foram ressuspendidas em 10 uL de formamida e incubadas por 5 min a
95°C, a fim de obter o DNA em fita simples e aplicadas no sequenciador automatico
ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) seguindo

recomendacdes do fabricante.

2.9. Expresséo e extracdo da proteina recombinante

Inicialmente foi realizado o teste de expressao da proteina de interesse. Para
isso, uma coldnia isolada de E. coli BL21(DE3) transformada foi inoculada em 50 mL
de meio de cultura LB com canamicina (50 yg/mL), que permaneceu sob agitacéo
durante 16 h, 200 rpm a 37°C. Aliquotas de 2 mL foram inoculadas em frascos
contendo 200 mL de meio LB com canamicina, qgue permaneceram sob agitacao de
200 rpm, 37°C, até atingir a fase logaritmica de crescimento, com D.Osoonm entre 0,4
e 0,6.

Para os ensaios de expressao foram utilizadas as temperaturas 30 °C e 37 °C
em diferentes concentracdes de isopropil-3-D-thiogalactoporanoside (IPTG): 0,4; 0,6,
0,8 mM e 1,0 M avaliados antes da inducéo e ap6és 0, 2, 4 e 6 e 22 horas. A menor
concentracdo com bom resultado de expressdo e a melhor temperatura foram
escolhidas para ensaios de super expressdo da proteina em 1 L de LB com
canamicina e foram incubadas com agitagéo de 200 rpm durante 22 h.

ApoOs esse periodo, as células foram centrifugadas em 10.000 x g a 4 °C e
ressuspendidas em tampéo fosfato de sodio pH 7,5 e incubadas a 4 °C com 1 mg/mL

de lisozima durante 1 h. O rompimento das células foi realizado utilizando ultrassom
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Brason Sonifier 250 (Brason, Connecticut, USA) com razéo ciclica de 20%, 10 ciclos
de 10 pulsos e intervalos de 10 segundos durante 10 minutos com adicdo do
detergente Triton X-100 0,2%. As células lisadas foram centrifugadas por 30 min a
10.000 rpm a 4 °C para obtencéo dos extratos proteicos.

O extrato soluvel foi incubado durante 1 h sob agitacao orbital, a 15 °C em 3,5
mL de resina Ni**NTA (Qiagen, Hilden, Germany) equilibrada com tampéo fosfato de
soédio com 20 mM de imidazol.

Apo6s o periodo, o material incubado foi colocado em uma coluna “Poly-Prep
Chromatography Columns 9 cm” (Bio-Rad) e a fracdo ndo complexada foi coletada
("flow-through”). A coluna foi adicionado o tamp&o de eluigdo, 0 mesmo usado para
equilibrar a resina, com gradiente na concentracao final do imidazol de 5 mM até 1 M.
As fracBes foram coletadas e estocadas a 4°C para analise em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE).

2.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Foi realizada eletroforese desnaturante em gel vertical de poliacrilamida SDS-
PAGE 10% para o gel de separacao e 5% para o empilhamento em um sistema mini-
protean (Bio-Rad). As amostras foram preparadas com adi¢cdo de tampé&o de amostra
(glicerol, 20%; SDS, 4%; B-mercaptoetanol, 5%; azul de bromofenol, 0,02%; Tris-HCI,
0,062 M, pH 6,8) e fervura a 99 °C durante 5 min. O gel foi corado pelo método Azul
de Comassie (0,2% Azul de Comassie, 10% de éacido acético, 40% Metanol). N
eletroforese foi utilizado o tampé&o SDS Tris-HCI, em voltagem entre 80-100V, durante
aproximadamente 3 horas. O marcador padrdo de proteinas utilizado foi o Precision
Plus Protein Standards de 250 kDa (Bio-Rad).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Prospeccdo de ORFs codificadoras de PL em bancos de dados

gendmicos e metagendémicos

De acordo com a Figura 2, as sequéncias putativas de Polissacarideo Liases
apresentaram ampla ocorréncia na base de dados do LBMP, distribuidas em todos os
ambientes do metagenoma, no consorcio CB10 e genoma de Mesorhizobium sp.,
onde se destacaram as familias PL 22, 12 e 1 que foram mais abundantes e
apareceram na maioria dos ambientes.

A familia PL 22 é formada pelas enzimas oligogalactunato liase (EC 4.2.2.6),
onde foram caracterizadas apenas duas enzimas que catalizam a conversdo de
digalacturonato saturado e insaturado em monogalacturonato (ABBOTT; GILBERT,;
BORASTON, 2010). A familia PL 12 é formada por enzimas pectato liases (EC
4.2.2.2), exopectato liase (EC 4.2.2.9) e pectina liase (EC 4.2.2.10), que atuam na
pectina que € um complexo estrutural presente na estrutura de vegetais (ADETUNJI
et al., 2017). Esses polissacarideos estdo presentes na estrutura das plantas, e muito
provavelmente por isso foram encontradas com maior abundancia nos metagenomas
dos ambientes de floresta (MF), eucalipto (ME) e canga (CG).

Foram prospectadas trés sequéncias da familia PL 8, sendo duas, CG
174558.273638 e CG 19964.56732 encontradas em metagenomas de solos de
mineragcdo, nomeado como ambiente Canga (FERNANDES et al., 2018). A terceira
ORF, CB10 80.2961, foi obtida do sequenciamento de um consércio degradador de
material lignocelulésico e foi predita e relacionada ao metabolismo de polissacarideos
(KISHI et al., 2017), demonstrando assim que esses ambientes apresentam potencial
para busca de enzimas com aplicacdo em polissacarideos. Considerando o papel de
enzimas da familia PL 8 atuante em polimeros com aplica¢cdo conhecida na industria,
como é o caso da xantana liase atuante na goma xantana, a familia PL 8 foi escolhida

como alvo deste estudo.
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Figura 2. DistribuicAo de ORFs e familias de polissacarideos liases nos cinco
ambientes: Cerrado (CE), Capim (CP), Canga (CG), Mata Eucalipto (ME) Mata
Floresta (MF), Mezorhizobium sp. (J5) e Consorcio (CB10). Os dados foram
visualizados através do software Circos, onde o comprimento das barras tal como no

anel exterior representa sua abundancia relativa nos genomas e metagenomas.
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3.2. Analise in silico das sequéncias prospectadas

Buscando predizer os mecanismos de atuacdo da enzima codificada a partir
das ORFs obtidas para PL8, foi realizado um dendrograma fenético das sequéncias
dos Metagenomas e Genomas do LBMP em comparagdo com as enzimas
caracterizadas do Banco de Dados Cazy, familia PL 8 de xantana liase (XL),
condroitina AC/ABC liase (CL) e hialuronato liase (HL), onde as 20 sequéncias
analisadas da familia 8 foram agrupadas na arvore fenética de acordo com a Figura
3. As trés sequéncias prospectadas foram agrupadas juntamente com as sequéncias
de condroitina AC/ABC liases.

O Cazy agrupa as enzimas em familias de acordo com os dominios estruturais,
compatrtilhado entre as enzimas, em PL 8 que atuam na goma xantana, hialuronato e
a condroitina AC, os dominios compartilhados séo alfa-hélice, barril B (HASHIMOTO
et al., 2003). A ORF CB10 80.2961 foi considerada a mais completa quanto ao
tamanho esperado para enzimas desta familia, com identidade de 41% e cobertura
de 68% com condroitina AC liase de Flavobacterium heparinum (1CB8A) e 27% de
identidade e 66% de cobertura com uma enzima mutante de xantana liase (R612a)
(2E24A). A ORF 19964.56732 apresentou identidade de 44 % e cobertura de 75%
com uma condroitina AC liase isolada de Flavobacterium heparinum (1CB8A) e 32%
de identidade e 85% de cobertura com xantana liase mutante (2E24A). Enquanto que
a ORF CG 174558.273638 apresentou identidade de 41 % e cobertura de 63% com
uma condroitina AC liase mutante (1HM2A) e uma isolada de Flavobacterium
heparinum (1CB8A) Além da presenca de dominios conservados, assim como
apresentou maior identidade e cobertura com PL 8 caracterizadas e foi selecionada

para as demais analises.
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36 AAKT74491.1 hyaluronidase Streptococcus pneumoniae TIGR4
99 | ACK14456.1 Sequence 4036 from patent US 7442523

AAAB3E85.1 hyaluronidase Streptococcus pneumoniae
2 AAKB7165.1 hyaluronate lyase precursor Streptococcus constellatus subsp. constellatus

AAKB7167.1 hyaluronate lyase precursor Streptococcus intermedius HL
AAF29533 .1 extracellular hyaluronate lyase Streptococcus pyogenes
85

AAASET49.1 hyaluronate lyase Streptococcus agalactiae
438

AAAFZ984.1 hyaluronate lyase Staphylococcus aureus

AAAS1650.1 hyaluronidase Cutibacterium acnes
NP 629668.1 lyase Streptomyces coelicolor A3(2) .
AAG24953.1 XalA Paenibacillus alginolyticus 7
BAB21053.1 xanthan lyase Bacillus sp. GL1
CG 19964.56732 = -

CB1080.2961 ~= *
ABWE7764.1 chondroitin sulfate lyase AC Bacteroides stercoris

— XL

5 AACB3383.1 chondroitinase AC precursor Pedobacter heparinus

100 'ACUD3008.1 polysaccharide lyase family B Pedobacter heparinus DSM 2366
AAXD7421.1 chondroitinase AC Flavobacterium columnare c
CG 174558.273638 —=l]
ABV21364.1 chondroitin sulfate lyase ABC1 Bacteroides thetaiotaomicron
s — pril|2109195A chondroitin ABC lyase
100 L ACY01450.1 chondroitin sulfate ABC endolyase partial Proteus vulgaris

95

Figura 3. Dendrograma fenético de comparacéo entre as sequéncias prospectadas
do Banco de Dados genbmicos e metagenémicos do LBMP («) e enzimas
caracterizadas da familia PL 8 depositadas do Cazy. Foi utilizado o método de
otimizacdo para vizinhos préximos (Neighbor Joining), bootstrap de 1000, obtido no
programa Mega . HL: Hialuronato Liase; XL: Xantana Liase; CL: Condroitina AC/ABC

Liase. (*) ORF escolhida para amplificacéo.

Com relacdo a presenca e arquitetura de dominios, as sequéncias analisadas,
contendo PL da familia 8 se agruparam em dois grupos, um contendo trés dominios e
outro contendo quatro dominios (Figura 4). A sequéncia CB10 80.2961 apresenta trés
dominios conservados entre essa familia (HUANG et al., 2001), onde esta
representado em azul o dominio N-terminal formado de a-hélices, em roxo um dominio
de folha B no C-terminal e em verde o dominio central, que apresenta uma topologia
em sanduiche com folhas . Outras enzimas bacterianas que apresentam essa
estrutura incluem o dominio central da condroitina AC liase (HUANG et al., 2001), da
xantana liase (HASHIMOTO et al., 2003) e hialuronato liase (RIGDEN; JEDRZEJAS,



2003) e por isso foram agrupadas na mesma familia de acordo com a classificacdo no

Cazy.
AAA53685.1 Lyase_8_N Lyase_8 {yase_8...
AAG24953.1 Lyase_8_N Lyase_8 Lyase_8...
AAX07421.1 Lyase_8_N Lyase_8 |yase ...
ABV21364.1
s
ACY01450.1 A Y U B T — Lyase_catalyt Lyase 8
CB10_80.2961 Lyase_8 N Lyase_8 Lyase_8...

€G_174558.273638 s QIT T I
co asmeaserss

NP_629668.1 Lyase_ 8 N Lyase_8 Lyase_8...

pr|2109195A . Lyase N . Lyase_catalyt

@ Gram_pos_anchor @) Lyase_8 @ Lyase 8 _C @ Lyase_8_N
@D Lyase N @D Lyase_catalyt

Figura 4. Dominios hierarquicos conservados entre as enzimas Polissacarideo Liase,
Familia 8 caracterizadas do Cazy e sequéncias prospectadas do Banco de Dados

gendmicos e metagendmicos do LBMP.

A sequéncia de CB10 80.2961 consiste em 2.777 pb e codifica uma proteina
com 975 aminoacidos, com massa molecular de aproximadamente 106 kDa e ponto
isoelétrico 8.8, baseado nos dados fisico-quimicos tedricos obtidos no ProtParam.

A sequéncia de aminoéacidos da putativa PL 8 foi submetida a uma andlise de
similaridade com outras sequéncias disponiveis em bancos publicos de sequéncias
através do algoritmo BLASTp do NCBI, foi usado o parametro de proteina nao
redundante (nr), e os resultados indicaram que a sequéncia possui 92% de identidade
e 96% de cobertura (query coverage) com uma condroitina AC liase



36

(WP_083549607.1), 91% de identidade e 96% de cobertura com uma proteina de
sistema de secrecdo do tipo 9 (T9SS) (SHL39315.1), ambas de Chitinophaga
jlangningensis.

Foi realizado também o alinhamento da sequéncia CB10 80.2961 junto ao
banco de proteinas (PDB) que exibiu 41% de identidade e 68% de cobertura com uma
enzima condroitina AC liase de Pedobacter heparinum (LHMW) e 29% de identidade
e 48% de cobertura com uma xantana liase de Bacillus sp. GL1 (1JOM). De acordo
com a Figura 5, podem ser observados os modelos propostos pelo Swismodel e
modelado no programa Pymol da ORF CB10 80.2961 baseado no alinhamento com a
condroitina AC liase (1HMW) e a estrutura cristalografica da xantana liase (1J0OM),
onde foram destacadas as cores azul, verde e roxo os dominios conservados entre
elas, N terminal familia 8 formado por um barril de alfa hélices, dominio central B e C
terminal em formato de folha (3, respectivamente.

Buscando identificar o quanto a estrutura da sequéncia CB10 80.2961
demonstrou similaridade com a enzima condroitina AC liase foi representado na
Figura 6 o alinhamento entre elas no programa Pymol. Também foi demonstrado os
quatro residuos conservados de aminodcidos Histina (His221), Tirosina (Tyr230),
Arginina (Arg284) e Acido Glutdmico (Glu366) do sitio catalitico conservado entre
estas sequéncias que foram alinhadas (HUANG et al., 2001) com um desvio de média
guadratica minima (RMSD) de 0,25. Esta medida representa o desvio médio dos
atomos de uma estrutura em relacdo a outra, utilizada em comparacao, que ja foi
utilizado na andlise prévia de sequéncia prospectada em banco de dados (SIERRA et
al., 2017). N&o foi possivel o alinhamento estrutural entre 0 modelo predito para CB10
80.2961 e xantana liase (RMSD de 3,5) conforme observado pelo angulo de visdo da
figura 5, a distribuicdo dos dominios se da na forma que se assemelha a um “S”.

Estas sdo andlises prévias que direcionam a possivel funcdo de sequéncias
prospectadas, contudo sdo necessarias analises direcionadas, como a caracterizacao

enzimatica em substratos especificos para comprovar a fun¢do da enzima em estudo.
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Condroitina AC Liase Xantana Liase
CB10 80.2961 (1HMW) (1JOM)

Figura 5. Comparacdo entre modelo e Estruturas cristalograficas resolvidas
experimentalmente usadas para a construcdo do modelo tridimensional da ORF CB10
80.2961. 1HMW: modelo de Condroitina Liase de Pedobacter heparinus , PDBIJOM:

Xantana Liase de Bacillus sp. GL1.

Figura 6. Caracteristicas estruturais do modelo CB10 80.2961. (A) Alinhamento da
estrutura cristalografica resolvida experimentalmente usada para a construgdo do
modelo tridimensional CB10 80.2961 (vermelho) com a estrutura de uma Condroitina
AC Liase (dourado) - IHMW. (B) Sitio catalitico do modelo tridimensional da ORF
CB10 80.2961.
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3.3. Obtencéao da potencial enzima PL 8

3.3.1. Amplificacdo da ORF CB10 80.2961

Os pares oligonucletideos iniciadores foram desenhados baseados na
sequéncia da ORF CB10 80.2961 e através da reacdo de amplificagdo por PCR foi
amplificada a sequéncia da polissacarideo liase PL8 putativa, conforme pode ser
observado na Figura 7. O fragmento amplificado correspondeu ao tamanho de
aproximadamente 2777 pb conforme foi predito na anotagcéo desta ORF. O DNA apés
a restricdo com as enzimas (BamHI e Hindlll) e purificacdo apresentou concentracao
de 69 ng/uL e uma relacédo 260/280 de 1,93 e relacdo 260/230 de 1,86.

Segundo informa¢des contidas no manual instrumental do fabricante,
preparacdes puras de DNA normalmente produzem uma relagdo de 260/280 de
aproximadamente 1,8. Esta relacdo € dependente do pH e forca ibnica do tampéao
usado para fazer o branco e as medi¢6es da amostra.

Solucdes acidas sao sub-representadas na relacdo em 0,2-0,3, enquanto uma
solucdo basica representa valores superiores na ordem de 0,2-0,3. Rela¢cbes de
pureza significativamente diferentes destes valores podem indicar a presenca de
proteinas, fenol ou outros contaminantes que absorvem luz no comprimento de onda

préximo a 280 nm.
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Figura 7. Amplificacdo por PCR da ORF CB10 80.2961 (A) que apresenta 2777 pb
(<) e Marcador de massa molecular 1kb Plus, Fermentas (M).
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3.3.2. Obtencé&o dos clones

O DNA plasmidial do vetor pet28a apds a restricdo, desfosforilacdo e
purificacdo apresentou concentracao de 43 ng/pL e relacdo 260/280 de 1,72 e relacéo
260/230 de 1,15. Na ligacdo do inserto ao vetor foi utilizado 3,04 pL do inserto e 2,32
pL do vetor. Apos a transformacéo de células competentes BL21 (DE3) e inser¢éo do
vetor pet28+CB10 80.2961, foram coletados alguns clones da placa, foi extraido o
DNA plasmidial e realizada a PCR, o resultado dos clones pode ser observado abaixo,
na Figura 8.

Os clones positivos 1, 5, 6, 9 e 10 foram sequenciados e suas sequéncias
conferidas, individualmente e alinhadas no programa Bioedit, onde foi possivel
confirmar a clonagem do inserto contendo a sequéncia que codifica a ORF CB10
802961 no vetor pet28a.

MCN A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

== = y— - C— | — - S a . — S—— c—

[EF

Figura 8. Eletroforograma do DNA plasmidial extraido de alguns clones para confirmar
a clonagem da construcao pET28-CB10 80.2961 que apresenta tamanho de 2777 pb
(<€) (M) Marcador de massa molecular 1kb DNA ladder (Fermentas); (CN) Controle
negativo; canaleta (A) Amplificacdo por PCR do DNA genémico. Canaletas: 1-10

amplificacédo por PCR dos clones com a construcéo pET28-CB10 80.2961.
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3.4. Expresséo enzimatica

Conforme pode ser observado nas Figuras 9 e 10, foi possivel obter a
expressao para a enzima PL 8 em vetor pet 282 do clone 9, que foi utilizado, em duas
temperaturas, 30 °C e 37 °C e diferentes concentragdes de IPTG,

De acordo com a andlise tedrica obtida no programa ProtParam, a enzima
obtida a partir da ORF CB10 80.2961 possui tamanho molecular de aproximadamente
106 kDa.

Para super expressédo e extracao da proteina foi escolhida a concentragcédo de
0,4 mM de IPTG, apds 22 horas de inducao a uma temperatura de 37 °C, como pode
ser observada na Figura 11.

Como pode ser observado nas Figuras 9, 10 e 11 houve a expressao da enzima
de interesse, soluvel nos extratos proteicos e uma parte insoluvel no “pellet’. Uma
andlise da sequéncia PL 8 em suas extremidades foi possivel verificar que a regido
N-terminal ndo apresenta peptideo sinal, o qual devido a suas caracteristicas
frequentemente hidrofébicas e presenca de sitio para protedlise potencialmente
poderia afetar a habilidade de recuperar a proteina através da purificacdo em coluna
de interacao i6nica da cauda de histidina ao niquel.

Descartada a presenca de peptideo sinal, a purificacdo foi realizada em
diferentes concentraces de imizadol em tampao fosfato a pH 7,5, entretanto nao foi
possivel realizar a purificacdo da candidata a enzima PL 8 obtida a partir da ORF
CB10 80.2961 pelas metodologias utilizadas. Sendo proposta como abordagens
futuras a construcdo de um novo vetor contendo a proteina de fusdo com histidina C-
terminal, utilizacdo de outros tampd&es que proporcionem pH alcalino, além de outras
metodologias de purificacdo em estado desnaturante, alternativas que visam a
obtencdo da enzima oriunda da ORF CB10 802961, caracteriza-la e avaliar sua

aplicacado em polimeros de interesse industrial
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Figura 9. Eletroforograma em gel de poliacrilamida 12% com SDS (SDS-Page) do
extrato celular total da bactéria E. coli BL21 transformada como pET28-CB10 80.2961
a 30 °C com diferentes concentragbes de IPTG. Canaletas: (M) Marcador Precision

Plus Protein Standards color de 250 kDa (Bio-Rad); TO a T6: representam o tempo (h)

apos a indugao com IPTG; A seta da direita () sinaliza a banda de proteina expressa

com uma massa molecular compativel.
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Figura 10. Eletroforograma em gel de poliacrilamida 12% com SDS (SDS-Page) do
extrato celular total da bactéria E. coli BL21 transformada como pET28-CB10 80.2961
a 37 °C com diferentes concentragfes de IPTG. Canaletas: (M) Marcador Precision

Plus Protein Standards color de 250 kDa (Bio-Rad); TO a T22: representam o tempo

(h) apés a indugéo com IPTG; A seta da direita () sinaliza a banda de proteina

expressa com uma massa molecular compativel.
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Figura 11. Eletroforograma em gel de poliacrilamida 12% com SDS (SDS-Page) da
extracdo da PL 8 a 37 °C com 0,4 mM de IPTG. Canaletas: (M) Marcador Precision
Plus Protein Standards color de 250 kDa (Bio-Rad); TO: antes da inducao; T22: tempo
(h) apés a indugédo com IPTG; 1-3 Ex: extratos proteicos; P: pellet celular. A seta da
direita (d) sinaliza a banda de proteina expressa com uma massa molecular

compativel.

4. CONCLUSAO

Utilizando ferramentas de bioinformatica para andlises in silico foi possivel
predizer a estrutura de uma PL membro da familia 8, utilizando a modelagem proteica,
identificou-se a tétrade catalitica e dominios conservados. Estes resultados indicam
gue a ORF CB10 80.2961 oriunda de consércio microbiano degradador de biomassa

codifica uma proteina com potencial para aplicacdes em polissacarideos.
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CAPITULO 3 - Producéo de Exopolissacarideos de Rhizobium sp. e aplicagdo

da enzima Xantana Liase em sua modificag&o estrutural

RESUMO

A maioria dos microorganismos possui a habilidade de sintetizar uma matriz
constituida de substancias poliméricas extracelulares hidratadas, denominadas de
exopolissacarideos (EPS). Nas ultimas décadas, o interesse na utilizacédo e producao
de EPS é cada vez mais crescente, sendo considerada alternativa viavel na
substituicdo de polimeros mais onerosos e com propriedades menos atraentes. A
acao da enzima xantana liase como ferramenta na modificacdo da estrutura de EPS
de trés estirpes de rizébios (H152, LMG 8819 e SEMIA 4077) foram estudadas. A
partir dos resultados das técnicas aplicadas neste estudo, pode-se notar que todos 0s
polimeros s&o heteropolissacarideos especificos de rizobios nativos, sendo
compostos principalmente por galactose e glicose, enquanto a goma xantana
comercial teve a manose como o principal monémero. Tanto os EPS de origem
rizobiana como a goma xantana tiveram suas estruturas modificadas pela acdo da
enzima xantana liase e remocédo de grupos funcionais. O conhecimento da
composicdo do EPS modificado agora facilitara futuras investigacfes relacionando a
estrutura e a dinamica do polissacarideo frente as propriedades reoldgicas.

Palavras chaves: estirpes de rizébios, EPS, Polissacarideo Liase, Biopolimeros,
Espectroscopia de Infravermelho.
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1. INTRODUCAO

Os exopolissacarideos (EPS) sdo considerados excelentes macromoléculas
com potencial uso em varias areas industriais devido seu comportamento nao
newtoniano e alta viscosidade em meio aquoso que conferem a esses biopolimeros
propriedades espessantes, bioemulsificantes (DI DONATO et al., 2016; FREITAS et
al., 2014; MORETTO et al., 2015), biofloculantes (SATHIYANARAYANAN; SEGHAL
KIRAN; SELVIN, 2013), agentes antibiofiime (RENDUELES; KAPLAN; GHIGO, 2013)
antioxidantes e imunomoduladores (LIU et al., 2011; VIDHYALAKSHMI et al., 2016),
nanomaterial antimicrobiano (SIVASANKAR et al., 2018) e estabilizante de enzimas
(OSINSKA-JAROSZUK et al., 2018).

Podem ser formados por um Unico monossacarideo conhecidos como
homopolissacarideos, enquanto que os heteropolissacarideos sdo aqueles formados
por distintos oligossacarideos (DONOT et al., 2012). Dentre os mais explorados sao
aqueles produzidos pelas bactérias como a Xanthomonas campestris (xantana)
(PETRI, 2015; SUTHERLAND, 2001b), Pseudomonas e Azotobacter (alginato
bacteriano) (MALEKI et al., 2016; MULLER; SANTOS; BRIGIDO, 2011; NISHITANI et
al., 2012), Sphingomonas (gelana) (NAMPOOTHIRI et al., 2003), Lactobacillus, e
Leuconostoc (dextrana) (LIU et al., 2011; NACHER-VAZQUEZ et al., 2017).

A composicdo quimica, viscosidade e peso molecular de muitos EPS
produzidos por bacterias do género Rhizobium sp. ja foi elucidada e podem ser
constituidos de diferentes unidades repetidas de monossacarideos como: manose,
ramnose, glicose, galactose, acido glicurdnico, galacturénico e glicurdnico e residuos
de xilose (CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2014; CASTELLANE et al., 2015, 2017;
MORETTO et al., 2015; STAUDT; WOLFE; SHROUT, 2012; ZHOU et al., 2014).

Os polimeros de baixo peso molecular se destacam devido suas propriedades
biologicas melhoradas, a exemplo os oligossacarideos de quitosana como atividade
antitumoral (SALAH et al., 2013; ZOU et al., 2016) e derivados de EPS marinho
sulfatado produzido por Alteromonas inibiram in vitro a migracdo de células
cancerigenas de osteossarcoma (HEYMANN et al., 2016).

Dentre os métodos existentes atualmente utilizados na modificacdo de EPS e

obtencao de polimeros de baixo peso molecular, 0 uso de enzimas se comparado aos
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métodos fisicos e quimicos, direciona o local da modificagdo, se tem controle da
reacdo e ndo sao gerados residuos (RIGOUIN et al., 2009; ZOU et al., 2016).

A aplicacdo de Polissacarideo Liases, por exemplo, xantana liase (EC
4.2.2.12), na despolimerizacao, de forma especifica em goma xantana, € uma pratica
facil e direcionada para a obtencéo de EPS rizobianos com novas propriedades e que
ja foi avaliado em goma xantana, que possui similar composicdo quimica de
mondmeros conectados através de ligacbes glicosidicas (KOOL, 2014; MILAS;
RINAUDO; TINLAND, 1986; NANKAI et al., 1999; PETRI, 2015).

A xantana liase, considerada uma das principais enzimas responsaveis pela
despolimerizacdo da goma xantana, apresenta atividade especifica neste substrato
atuando em sua cadeira lateral, entre a manose e o acido glicurénico. Existem trés
enzimas que foram isoladas e caracterizadas de Paenibacillus alginolyticus
(RUIJSSENAARS; HARTMANS; VERDOES, 2000), de Microbacterium sp. (YANG et
al., 2014) e a comercial recombinante isolada de Bacillus sp. GL1 (HASHIMOTO et
al., 1998; MARUYAMA et al., 2005).

No entanto, o uso dessa enzima, isoladas de outros microrganismos, aplicada
ao tratamento de EPS rizobiano é uma proposta pioneira para obtencdo de
biopolimeros modificados, liberando moléculas com propriedades biolégicas
possivelmente melhoradas, sendo assim, este trabalho teve como objetivo aplicacao
de xantana liase comercial e avaliacdo na modificacdo de EPS produzidos por estirpes

de Rhizobium sp.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo do crescimento e producao de EPS pelas estirpes de

Rhizobium sp.
2.1.1. Estirpes, estoque e meios de cultivo
Neste estudo foram utilizadas trés estirpes, R. leguminosarum bv. plaseoli

(LMG 8819) obtida no Laboratorium voor Microbiologie da Universiteit Gent (Bélgica),
R. giardini bv. giardini (H152) adquirida do Laboratorie de Microbiologie de Soils —
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INRA (Franca) e R. tropici (SEMIA 4077) pertencente a Secdo de Microbiologia
Agricola da Secretéria da Agricultura do Rio Grande do Sul, foi obtida na Fepagro.
Todas foram cultivadas e fazem parte da cole¢do do Laboratorio de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV/UNESP).

A partir do estoque as bactérias foram cultivadas em meio sélido YMA
(VINCENT, 1970) e incubadas a 28 + 2 °C durante 48 horas. Uma amostra foi retirada
com uma alca e inoculada em 300 mL de YMB (VINCENT, 1970), com agitacdo de
150 rpm a 28 £ 2 °C durante 24 h. Uma aliquota de 1 mL do cultivo em meio YMB foi
inoculada em 100 mL de meio liquido PGY com agitacdo de 150 rpm a 28 + 2 °C
durante 24 h para a estirpe SEMIA 4077 e 48 h para as estirpes LMG 8819 e H152. A
Densidade Otica (DO) foi medida em biofotdmetro (Plus Eppendorf), no comprimento
de onda 600 nm. Em seguida foi retirada uma aliquota de 800 uL deste meio de cultivo,
adicionada em 200 pL de glicerol autoclavado, congeladas rapidamente com
nitrogénio liquido e estocadas a -80 °C, sendo esse o0 estoque definitivo.

As bactérias retiradas do estoque foram cultivadas em meio PGY composto em
g Lt 1,4 KoHPOg4; 1,0 KH2PO4; 0,2 MgS04.7 H20; 10,0 de glicerol; 3,0 de extrato de
levedura; pH 6,9) obtendo-se o pré-inéculo, que foi adicionado 10% (v/v) ao meio
liquido PSY em g L: 1,2 K2HPO4; 0,8 KH2PQO4; 0,2 MgSO4-7 H20; 30,0 de sacarose;
1,0 de extrato de levedura em pH 6,9), sua composicao detalhada e formula estdo sob

restricdo de patente (registro PI0304053-4).

2.1.2. Pré-In6culo e Condi¢des de Cultivo

Os pré-inoculos foram preparados, em duplicata a partir do estoque de cada
bactéria, e inoculadas concentracfes de 200 a 300 L, para atingir uma DO600 de
0,03 a 0,05, em 50 mL de meio liquido contendo glicerol (PGYL). Para o estudo do
desenvolvimento celular do pré-indculo neste meio de cultura, foi medida a DO em
tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apo0s a inoculacdo, com agitacdo de 140 rpm e 28
+ 2 °C.
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2.1.3. Caracterizagdo Fenotipica

Uma aliquota de 5 L de pré-indculo em meio PGYL, conforme descrito no item
2.1.2., foi inoculada em placa de Petri contendo meio soélido contendo sacarose
(PSYA) e incubadas a 28 + 2 °C. Apb6s 96 horas de cultivo as placas foram

fotografadas.

2.1.4. Curva de Crescimento Celular

Para o estudo do crescimento celular em meio liquido contendo sacarose
(PSYL), onde foram utilizados pré-inéculos cultivados em meio PGYL. Foi estabelecido
gue o tempo de cultivo em que as estirpes atingiram o pico da fase log (DO ~ 2.0), de
24 h para a estirpe SEMIA 4077 e 48 horas para as estirpes LMG 8819 e H152.
Aliquotas de 10% (v/v) do pré-inéculo foram transferidas para frascos tipos erlenmeyer
contendo 100 mL meio PSYL e incubadas com agitacdo a 140 rpm, 28+2 °C, em
triplicata. O crescimento microbiano foi avaliado mediante determinacéo da densidade
Optica (DO), medida nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de incubacdao.
Além disso, cada amostra foi analisada quanto ao pH e pela contagem em placas de
petri de Unidade Formadora de Col6nias em UFC mL™.

2.1.5. Quantificacdo Biomassa

As culturas a partir de 24 h foram submetidas a centrifugacao (10621 g, a 4 °C,
por 40 minutos), separando as células do sobrenadante até 144 h. As células foram
lavadas com agua ultrapura, centrifugadas novamente e secas em estufa a 50 °C até
obterem o peso constante, aproximadamente 5 dias. A biomassa seca em g L foi
avaliada por gravimetria, através de sua pesagem da biomassa celular produzida em

diferentes tempos.

2.1.6. Producéo e extracao de EPS
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Para a avaliagdo da producdo de EPS foi escolhido o tempo de 96 horas de
cultivo. Para isto, o pré-in6culo foi obtido conforme descrito no item 2.1.2.
Posteriormente, aliquotas de 10% (v/v) foram transferidas para erlenmeyer de 1000
mL contendo 50 mL do meio liquido PSYL, incubadas por 96 h a 140 rpm e 28 + 2°C
(CASTELLANE et al.,, 2017). O cultivo foi submetido a centrifugacdo a 2838 ¢
(Centrifuga Sorvall RCSC) a 4 °C por 30 minutos (CASTELLANE; LEMOS; LEMOS,
2014).

Ao sobrenadante, resultante da centrifugacéo foi adicionado alcool etilico 96°
gelado (1:3 v/v) para a precipitagdo do EPS. A mistura foi armazenada sob
refrigeracao a 10 °C durante 24 h. ApGs esse periodo a mistura foi centrifugada (2838
g), a4 °C, por 30 min) para a recuperacéo do EPS. O EPS precipitado foi lavado uma
vez com alcool etilico (80%) e durante 4 dias foram secos em temperatura ambiente
(30 °C). O EPS foi pesado em balanca analitica de precisdo, onde o resultado foi
apresentado em gramas de EPS por litro de cultura (g L), e foram armazenados em
temperatura ambiente para as analises posteriores. Para a analise de atividade
enzimatica, o EPS foi dialisado em membrana de celulose (Sigma) durante 48 horas

a 4 °C em agua ultrapura.

2.2. Efeito da enzima xantana liase na estrutura de EPS rizobianos

2.2.1. Preparo da enzima xantana liase comercial e dos EPS

A enzima comercial Xantana Liase isolada de Bacillus GL1 (Lot 110201b), foi
diluida em tampdo HEPES (100mM; pH 6) adicionado 0,5 mg mL de Albumina de
Soro Bovina (BSA) de acordo com recomendacdes do fabricante. A enzima contendo
3,2 mg mL* foi preparada em diluigbes seriadas 1:100, 1:10 e 1:1, de modo que foi
utilizada na reacéo a ultima diluicdo com 1 U. Os EPS secos e a goma xantana (como
controle) (Sigma) foram diluidos em tampdo HEPES (100mM; pH 6,0) em uma
concentracédo de 13 mg.mL* (HASHIMOTO et al., 1998).

2.2.1.1. Ensaio enzimatico da xantana liase e tratamento dos EPS
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A cada reacao foi utilizado 800 pL do tampéo HEPES (100 mM; pH 6,0), 200
pL dos EPS e goma xantana e 100 pL da enzima em gelo. Essa mistura foi
homogeneizada cuidadosamente e incubada a 40°C durante 10 minutos
(HASHIMOTO et al., 1998; YANG et al., 2014). Os tempos de incubacéo 30 min, 24
h, 48 h e 72 h também foram avaliados. A atividade enzimatica foi determinada através
do monitoramento do aumento da absorbancia a 232 nm, decorrente da ligagéo dupla
no produto (HASHIMOTO et al., 1998). Os resultados foram expressos em atividade
relativa (%) da absorbancia em relacdo ao substrato especifico, a goma xantana no

tempo 10 min que foi considerada 100%.

2.3.1. Composicéao e estrutura dos EPS nativos e tratados com xantana liase

Uma vez que, a goma xantana € considerada um substrato padréo para ensaio
de atividade da enzima xantana liase, deste modo ela também foi utilizada como
controle para as demais analises: composi¢cao quimica por cromatrografia Liquida de
Alta Eficiéncia de fase reversa (CLAE) e estrutura parcial dos EPS nativos e
modificados por espectroscopias de infravermelho (FTIR), ressonancia magnética
nuclear de carbono-13 (RMN de 3C).

2.3.1.1. Composicdo em monossacarideo por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo da composicdo quimica do EPS nativo e modificado foi
realizada por CLAE de fase reversa, usando o método de identificacdo quimica de
mondmero de 1-fenil-3-metil-5-pirazolona (PMP) descrito (FU; O'NEILL, 1995) e
modificado (CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2014).

Os monossacarideos marcados com PMP foram analisados usando as
condi¢Oes descritas (CASTELLANE; LEMOS, 2007) e um sistema de HPLC equipado
com um espectrofotdbmetro UV-vis (Shimadzu, modelo SPD-M10A). Também foram
marcadas com PMP e analisadas amostras de EPS modificados sem a hidrolise acida
e basica. O comprimento de onda de deteccao foi de 245 nm. Os monossacarideos

glicose, manose, ramnose, galactose, acido glicurénico e acido galacturénico foram
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utilizados como padrdes nas seguintes concentragdes: 12,50, 25, 50 e 100 yg mL™.

O volume de cada amostra injetada no espectrofotémetro foi de 20 L.

2.3.1.2. Andlise espectroscopica de FTIR

O infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é um instrumento capaz
de detectar os grupos funcionais de EPS purificados. Amostras em formato de
pastilhas foram preparadas para analise de infravermelho EPS com 100 mg de
brometo de potassio seco, e a mistura foi prensada em um molde de 16 mm de
didmetro. Os espectros de FTIR foram registados num espectrometro Paragon 1000,
Perkin-Elmer (4 000-400 cm, 2 cm de resolucédo espectral e 32 varrimentos). Os
espectros foram corrigidos da linha de base de 3.900 para 2.800 cm™ ¢ de 1.800 para
900 cm? e normalizados na intensidade de pico de 1.050 conforme descrito
(CASTELLANE; OTOBONI; LEMOS, 2015; CASTELLANE et al., 2017).

2.3.1.3. Andlise espectroscopica de RMN

Os espectros de RMN 13C de estado sélido foram adquiridos utilizando um
espectrometro Varian Inova 400 a 9,4 T utilizando uma sequéncia de Spinning de
Amostra de Angulo Magico de Polarizacdo de Amplitude Variavel (VACP-MAS). O
pulso 1H 11/ 2 foi pw = 4 ms; tempo de contato, ct = 1 ms; tempo de aquisi¢do, em =
13,8 ms; tempo de reciclagem, rt = 3 s; largura de banda de desacoplamento, db = 60
KHz; largura espectral, sw = 40 KHz. As amostras (200 mg) foram empacotadas em
um rotor de zircbnia de 5 mm e giradas em um angulo magico a 9 KHz. Os desvios
qguimicos séo indicados em ppm, e o nhumero de varreduras acumuladas era 10000,

filtrado por uma funcdo exponencial (fator de amplificacédo de linha de 20 Hz).
2.4. Andlise Termogravimétrica
A analise termogravimétrica foi realizada usando instrumentos DSC 2910 TA e

a perda de massa foi registrada em uma faixa de temperatura de 25 a 700 °C, a uma

taxa de aquecimento de 10 °C/min. As andlises das amostras de EPS nativos e
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tratados com a enzima xantana liase foram realizadas em atmosfera de nitrogénio a

vazao de 60 mL/min de acordo com (DUTA et al., 2004) com modificagdes.

2.5. Andlises Estatisticas

Os experimentos neste trabalho foram realizados em triplicata, e os resultados
expressos em valores médios. As diferencas nas médias de producdo de EPS e
Biomassa entre as diferentes estirpes foram submetidas a analise de variancia e

aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao fenotipica das estirpes

As caracteristicas morfologicas das estirpes em estudo estdo apresentadas na
Figura 1, onde verificou-se fenétipos semelhantes entre as trés estirpes, apresentando
colonias redondas com diametros variando de 2 a 4 mm e boa produgéo de goma,
qguando cultivadas em meio PSYA, contendo sacarose, como fonte de carbono.
Entretanto, mesmo que cultivadas nas mesmas condi¢cées de fonte de carbono e
temperatura, foi possivel observar uma pequena diferenca entre as bactérias, uma
vez que duas estirpes, LMG 8819 e H152, apresentaram maior diametro da colonia,
cor branca translicida, consisténcia mucoide e viscosa. Enquanto que, a estirpe
SEMIA 4077 apresentou menor didmetro da coldnia, cor translicida, pouco mucosa e
viscosa ap0s 96 horas de inoculacdo em meio PSYA.

Em estudos de caracterizacdo morfolégica de rizébios, utilizaram Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli a estirpe BR 10052 como referéncia, onde foi isolado em
meio YMA e também apresentou as mesmas caracteristicas das estirpes neste estudo
(CHAGAS; DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA, 2010).

Muitos autores descrevem que a caracteristica de alta producéo de muco esta
relacionada ao desenvolvimento de mecanismo de adaptacdo na superficie das
células e sobrevivéncia a condicbes edafoclimaticas, como por exemplo, a

dessecacdo (BOURASSA et al.,, 2017). Tais adaptacdes tratam-se da sintese de
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componentes presentes no invélucro da célula bacteriana responsaveis pelos
mecanismos de resisténcia a fatores de estresse e envolvem a expressao de multiplos
genes (BOURASSA et al., 2017). Dentre estes temos os EPS, que podem formar uma
capa protetora a coldnia de rizobio no ambiente natural. Deste modo a bactéria produz
essa substancia com a finalidade de proteger a planta destes estresses, beneficiando
0 seu crescimento e desenvolvimento, principalmente em solos salinos (SKORUPSKA
et al., 2006). No entanto, neste trabalho todas as estirpes (100%) apresentaram
tamanho da colénia maior que 2 mm e producédo de muco variando de moderado a
abundante. A partir do cultivo em meio contendo alguma fonte de carbono é possivel
a identificacdo de bactérias produtoras de goma (CHAGAS; DE OLIVEIRA; DE
OLIVEIRA, 2010).

Figura. 1. Fendtipos de Rhizobium sp. cultivados em placas de Petri com meio PSYA,
contendo sacarose como unica fonte de carbono. As estirpes produtoras de
exopolissacarideos foram cultivadas até uma DO600 ~ 1.0 em meio PGYL e,
posteriormente 5 uL de cultura foram inoculados em placas com meio solido PSY. As
placas foram incubadas a 28 °C durante 4 dias. Onde: (A) H152, (B) LMG 8819 e (C)
SEMIA 4077.

3.2. Curvas de Crescimento

Conforme podemos observar na Figura 2, a estirpe SEMIA 4077, logo apos a
inoculacdo em novo meio de cultivo (PSYL) se divide imediatamente, ou seja, o cultivo
se ajustou ao novo ambiente (fase lag) nas primeiras horas. Enquanto que, de acordo
com os dados da DO, no tempo 0 as estirpes H152 (Figura. 2. A) e LMG 8819 (Figura.
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2. B) e iniciaram a fase log a partir de 24 h, demonstrando que requerem um intervalo
de tempo para sem adaptarem ao novo meio, e chegaram a fase estacionaria em 72
h, com medidas em 6,91 e 5,59, respectivamente, superiores a densidade de SEMIA
4077 de 2,79.
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Figura. 2. Curva de Crescimento DOsoo (®) € Nimero de Células Viaveis em 10° UFC
mL! (A) das estirpes (A) H152, (B) LMG 8819, e (C) SEMIA 4077 em meio PSYL (pH
6.9) a 28 £ 2 °C durante 144 h de cultivo sob agitagéo.
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Em relagdo a estirpe H152, esta apresentou comportamento de crescimento
logaritmico até o final do experimento, contudo ao analisarmos a contagem de células
viaveis 0 seu crescimento inicia a fase estacionaria em 48 h e declinio celular em 96
h. Nesta fase final do crescimento bacteriano ocorre uma escassez de nutrientes e a
célula inicia o processo de liberacdo de enzimas liticas, podendo ocasionar a
despolimerizacdo de EPS, consequentemente, aumentando a turbidez no meio
(VIDHYALAKSHMI et al., 2016).

Em estudos avaliando diferentes fontes de carbono em R. tropici utilizando
sacarose, aumentos na DO continuaram por varias horas além da fase exponencial
de crescimento, superior a 10, ap6s 70 horas de cultivo (STAUDT; WOLFE; SHROUT,
2012). Entretanto, como ressaltado acima, a DO e o numero de células viaveis (UFC)
nao séo correspondentes. Dados similares foram encontrados em nosso estudo, em
que a partir de 72 h, a estirpe H152 apresentou aumento de DO, com valor de 6.91
atingindo 11,14 ap6s 144 h de inoculacédo e UFC de 1,1x10° e 0,33x10°.

A estirpe LMG 8819 (Figura 2. B) apresentou maior numero de células viaveis
de 3.3x10° UFC mLtem 72 h de cultivo, atingindo o platd da fase logaritmica, diferindo
das outras estirpes no mesmo intervalo de tempo, apesar de iniciar o crescimento no
tempo 0 com o menor valor de 1,3x10® UFC mL™, valor esse diferindo das demais
estirpes, o que pode ser devido a eficiéncia metabdlica na conversdo de sacarose
dessa estirpe em componentes celulares.

Em experimento avaliando o numero de células viaveis em diferentes fontes de
carbono apds 96 h de cultivo, foram obtidos melhores resultados em glicose e glicerol
para R. tropici e R. freirei que cresceu em todas as fontes de carbono testadas e
utilizando sacarose foram obtidas contagens em 96 h de até 1,5x10° UFC mL* em R.
tropici e 7,78x108 UFC mL! em R. freirei que sdo estirpes padrées usadas na
inoculacao de leguminosas (GUNDI et al., 2018), enquanto que a estirpe SEMIA 4077

em apenas 24 h apresentou valor superior de 1,54x10° UFC mL™* (Figura 2C).
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3.3. Biomassa e pH

O meio PSY é um meio que utiliza a sacarose como fonte de carbono e
apresenta pH inicial 6,9. De acordo com as Figura 3. as estirpes H152 e LMG 8819,
apresentaram perfil &cido (pH 5,74 e 5,12), respectivamente ao longo de 144 h,
enquanto, a estirpe SEMIA 4077 (Figura 3. C) manteve-se proximo a neutralidade, o
pH diminuiu de 7,01 £ 0.05 com a adicdo do pré-indculo (0 h) e chegou a 144 h com
7,88 £ 0,01.

Na fase final do crescimento bacteriano podem ser liberados metabdlitos, como
0s grupos acetil, piruvil e succinil no meio extracelular através de acdo de enzimas
despolimerizantes e provavelmente sdo responsaveis pelo carater acido ao cultivo
(JANCZAREK, 2011; SKORUPSKA et al., 2006).

Em estudos de crescimento celular em diferentes fontes de carbono de R.
radiobacter SZ4S7S14, o pH inicial partiu de 7,3 e apds 72 h de cultivo da cepa a 30
° C e 150 rpm caiu para 5,1 (RASULOV et al., 2017), enquanto que, nesse estudo as
estirpes LMG 8819 e H152 atingiram pH 5.12 e 5.74 em 144 h.

As estirpes H152 (Figura 3. A) e SEMIA 4077 (Figura. 3. C) atingiram a maxima
producdo de biomassa em 120 h com 2,43 + 052 g L* e 2,58 + 0,14 g L%,
respectivamente. Enquanto que a estirpe LMG 8819 chegou a 1,640 g Lt em 96 h.
Bactérias do mesmo género podem acumular biomassa de forma distinta quando
crescidas em diferentes fontes de carbono o que é diretamente influenciado pelo seu
metabolismo. No estudo utilizando a bactéria Bacillus licheniformis, que foi cultivada
em meios distintos, um contendo minerais e extrato de levedura e ao outro foi
acrescentado succinato, o efeito da adicdo de succinato foi a reducédo do tempo em
100 horas para atingir a maxima producéo de biomassa de 90,44 g L* (MALICK et al.,
2017).

Em estudos avaliando-se efeitos de pH e temperatura na producdo de
biomassa e EPS de Enterobacter A47, foi observado que a sintese maxima de
polimero foi a 30 °C na faixa de pH 5.6 a 7.0 enquanto temperaturas acima ou abaixo
diminuiram a producédo de EPS independente do pH (TORRES et al., 2012). No
entanto em R. radiobacter a alteracdo do pH, abaixo de 3,5, foi crucial tanto no

rendimento da biomassa quanto na obtencao de EPS como biofloculante (RASULOV
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et al., 2017), enquanto em nossos estudos a maxima obtencdo de biomassa ocorreu

em uma faixa de pH entre 6 e 8.
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Figura 3. Produgdo de biomassa (m) em g L' e pH (A) das estirpes de Rhizobium sp.
(A) H152, (B) LMG 8819 e (C) SEMIA 4077 em meio PSYL (pH 6,9) a 28 £ 2 °C durante

144 h de cultivo sob agitacao.
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3.4. Producéao de EPS

Os resultados obtidos indicaram que a produtividade e o rendimento de EPS
foram satisfatorios quando a sacarose foi utilizada como fonte de carbono (Tabela 1).

No presente estudo, as estirpes LMG 8819 e H152 produziram 2,04 e 2,01 g
L™t EPS apds 96 h de cultivo, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente como
também a eficiéncia relativa na producao de EPS, 1,24 e 1,03 respectivamente. Isto é
significativamente alto quando comparado a estirpe SEMIA 4077, onde a
produtividade foi de apenas 1,06 g L™* EPS e eficiéncia 0,47. Em outros estudos a
producdo de EPS foi avaliada em espécies de Rhizobium sp. que produziram entre
0,098 e 0,145 g.L%, valores muito abaixo daqueles encontrados neste estudo
(FERNANDES JUNIOR et al., 2010).

Castellane, Otoboni e Lemos (2015) avaliaram o acumulo de polimero da
estirpe R. giardini bv. giardini (H152) sendo utilizado o meio RDM (BISHOP et al.,
1976) durante 144 h, 160 rpm e 30 °C, a producéo de EPS foi de 1,33 g.L™%, inferior ao
encontrado neste estudo com menor tempo, demonstrando assim que 0 meio PSYL

favoreceu o0 aumento da producéo de polimero desta estirpe.

Tabela 1. Producdo de exopolissacarideos (EPS) e de biomassa celular em meio
PSYL apds o cultivo 96 h de diferentes estirpes de Rhizobium sp. e eficiéncia relativa
de producéo de EPS.*

Eficiéncia
5 -1
Estirpes pH' Producdo (g L) Relativa
EPS Biomassa (EPS/Biomassa)
H152 6.36 b 2.0l a 1.96 a 1.03a
LMG 8819 5.68 a 2.04 a 1.64a 1.24a
SEMIA 4077 7.39¢c 1.06b 2.22 a 0.47b

pHf= pH final (pH inicial 6.9); * Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No entanto, a producéo de EPS obtida ap6s 96 h de cultivo foi sugerida devido
a estudos anteriores em meio PSYL, o mesmo deste estudo com R. tropici estirpe

SEMIA 4080, o melhor tempo de producéo, em que nao ocorre lise celular e ndo séo



59

liberadas para o meio enzimas despolimerizantes que podem afetar a estrutura do
EPS (CASTELLANE et al., 2017). A diminuicdo na producdo de EPS durante a fase
estacionaria também foi observado em Bacillus circulans, onde apés em 96 h a
producdo do polimero iniciou declinio acentuado, isto foi atribuido a producédo de
glicohidrolases por esse microrganismo (VIDHYALAKSHMI et al., 2016).

Em estudos anteriores a obtencéo de EPS da estirpe SEMIA 4077 foi realizada
em 72 h e 144 h e produziu maiores quantidades do polimero, 7,45 g.L* e 8,10 g.L1,
respectivamente (CASTELLANE et al.,, 2015), superiores aos encontrados neste
estudo, contudo nosso objetivo foi comparar a producdo de polimero sob as mesmas
condicdes de diferentes espécies além de produzir EPS livre de células e proteinas
para que nao interferir nas analises de espectroscopia.

Uma vez que meios contendo elevado teor de fonte de carbono e baixo teor de
nitrogénio favorecem o acumulo de polimero (SUTHERLAND, 2001a). Onde além de
escolher fontes de carbono que favoregcam bom rendimento na produgdo de EPS
estas devem apresentar baixo custo na sua obtencdo, logo se faz necessério
identificar e selecionar estirpes com boa produtividade e eficientes na conversao de

carbono em polimeros.

3.5. Atividade enziméatica

3.5.1. Atividade da enzima xantana liase comercial

Ap6s 10 minutos de incubacgéo de amostras de EPS (goma xantana, EPS H152,
EPS 8819 e EPS 4077), como substratos com a enzima xantana liase recombinante
a uma temperatura de 40 °C foi possivel quantificar a atividade relativa devido a
despolimerizacdo detectada através de duplas ligacdes, que aparecem nos produtos
de degradacéo. Conforme observamos na Figura 4, no ensaio com a amostra EPS
H152, como substrato, a atividade relativa foi 22,8% superior ao controle com goma
Xxantana nativa e mantendo esse perfil até o final do experimento com mais tempo de
incubacéo seguindo as mesmas condi¢bes. Enquanto que o EPS 8819 apresentou
superioridade apenas apos 72 h de incubacdo em condi¢cbes 6timas com 125,3%,

superior ao substrato padrao.
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Figura 4. Atividade Relativa (%) da xantana liase em seu substrato padrdo, a goma
xantana (considerada 100%), em comparacdo com EPS produzidos por diferentes

estirpes de Rhizobium sp. na absorbancia a 232 nm em diferentes tempos.

E possivel a utilizacdo de substratos alternativos em estudos envolvendo a
atividade enzimética (GOMES-PEPE et al., 2016; NANKAI et al., 1999), atualmente
tém-se buscado por enzimas que utilizam varios substratos. Yang e colaboradores
(2014) avaliaram a atividade de uma xantana liase isolada de Microbacterium sp.
XT11, como substratos alternativos a xantana nativa (considerada 100%), xantana
desprovida de acetato, desprovida de piruvato e desprovida de ambos 0s grupos
funcionais (acetato e piruvato) (Tabela 2.), os resultados evidenciaram que todos os
tratamentos foram inferiores ao substrato padrdo, goma xantana nativa devido a
retirada do sitio de acao da enzima. O que difere do nosso estudo, em que o
exopolissacarideo rizobiano EPS H52 foi superior, atingindo 122,8% em comparagao

com a xantana liase nativa ap6s 10 minutos de tratamento enziméatico.
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Tabela. 2. Comparacao da atividade relativa (%) da enzima xantana liase isolada de
Microbacterium sp. (YANG et al., 2014) com diferentes substratos de xantana em
comparacdo a enzima xantana liase comercial utilizando como substrato EPS

produzidos por estirpes de Rhizobium sp.

Atividade

Substrato Condigdes Relativa (%) Referéncia
Xantana Nativa 100
Xantana sem acetato 945
Fosfato de Potassio (YANG et al.
X i 100 mM pH 6,0 48.8 2014)
antana sem piruvato 40 °C/10 min ,
Xantanq sem 47.9
acetato/piruvato
EPS H152 HEPES 100 mM 122,8
EPS 8819 pH 6,0 83,4 Neste estudo
EPS 4077 40 °C/10 min 17,7

3.6. Caracteristicas quimicas e estruturais dos EPS nativos e modificados

com xantana liase

3.6.1. Composicao de monossacarideos

Através das analises por CLAE de fase reversa verificou-se a presenca de
glicose, galactose, manose, ramnose, acido galacturénico e acido glicurébnico na
composic¢éo dos EPS rizobianos (Tabela 3).

Resultados semelhantes aos relatados com a bactéria R. tropici, que teve seu
EPS caracterizado como um heteropolissacarideo formado de seis unidades repetidas
de monossacarideos e acido urbnico, metil e ésteres, possuindo massa molecular
superior a 1,4 x10° Da e comportamento pseudoplastico (BECKER et al., 1998;
CASTELLANE; LEMOS, 2007; CASTELLANE et al., 2015; MORETTO et al., 2015;
MUSZYNSKI et al., 2016). Enquanto que, os heteropolimeros produzidos por R.
leguminosarum séo constituidos por glicose, acido glicurdnico e galactose enquanto

gue R. bv. trifolli 4S tem sua cadeia principal formada de quatro monossacarideos
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glicose, &cido glicurénico ligado a um grupo acetil e a cadeia lateral composta de
glicose e galactose (SKORUPSKA et al., 2006). O polissacarideo rizobiano, produzido
por diferentes espécies de Rhizobium, contém normalmente glucose, galactose,
manose e acidos urbnicos. Entretanto, a ocorréncia de outros monossacarideos tem

sido relatada.

Tabela 3. Composicdo de monossacarideos presentes nas amostras de

exopolissacarideos produzidos pelas estirpes de Rizobios e Goma Xantana.

Amostras Tratramentos Manose Ramnose Acido Acido Glicose Galactose
Glicurénico Galacturbnico
(mg mL)

GX 0,03 0,029 0,001 ND 0,039 ND
EPS H152  Hidrolisados 0,002 0,002 0,004 Tr 0,043 0,015
EPS 8819 (A) 0,002 Tr 0,005 0,004 0,036 0,013
EPS 4077 0,011 0,001 0,001 Tr 0,061 0,025

GX Tr ND ND ND ND ND
EPS H152 N&o hidrolisados ND ND Tr ND ND ND
EPS 8819 (B) ND ND Tr ND ND ND
EPS 4077 ND ND Tr ND ND ND

A: EPS sem tratamento enzimatico; B: EPS tratado com enzima; ND = ndo detectado; Tr = tragos; GX: goma xantana;

Do mesmo modo, a goma xantana comercial, produzida pela bactéria
Xanthomonas campestris, apresenta estrutura composta de repetidas unidades
pentassacaridicas conforme descrito na literatura. Primeiramente, o polimero
produzido pela bactéria Xanthomonas phaseoli foi analisado, sendo composto de D-
glucose, D-manose e D-4cido glicurénico na proporcdo de 1:1:1 (SUTHERLAND,
2001b). A goma xantana é constituida, normalmente, de unidades de [(3-D-glicose
unidas por ligacdo 1-4 glicosidicas, formando a cadeia principal celulésica; na posicdo
C(3) de cada residuo de glicose alternada existe uma cadeia lateral trissacaridica
contendo unidades de [(-D-manose-1,4-B-D-acido glicurénico-1,2-a-D-manose,
podendo apresentar na posi¢cdo C(6) da a-D-manose interna grupos O-acetil e na 3-
D-manose terminal substituinte 4,6-acido piravico (SUTHERLAND, 2001a).

Neste estudo os EPS nativos como os tratados pela agdo da enzima xantana

liase foram primeiro hidrolisado usando um método bastante relatado na literatura
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para fornecer os monossacarideos constituintes, que sao subsequentemente
marcados com 1-fenil-3-metil-5-pirazolona (PMP) como descrito no item 2.3.1.1.

Testes de marcacdo com PMP foram realizados em amostras néo hidrolisadas,
com o intuito de observar eventuais monémeros liberados pela acdo enzimatica e, foi
possivel observar tragcos de acido glicurénico nos EPS rizobianos tratados, enquanto,
na goma xantana observou a liberacdo de manose. Entretanto, os perfis
cromatograficos representativos de todas as amostras hidrolisadas e tratadas com a
enzima marcadas com PMP (dados ndo mostrados), relevaram a ineficiéncia deste
método, provavelmente devido a eventuais grupos funcionais removidos de sua
estrutura, consequentemente afetando sua solubilidade.

Foram observadas também diferencas na coloracao apdés a hidrolise dos EPS
nativos e modificados (Figura 5), onde as amostras de EPS nativo e goma xantana
(A), sem uso da enzima, apresentaram colora¢do caracteristica de hidrélise quimica
e liberacdo dos mon6émeros, enquanto que as amostras tratadas com a enzima (B)
apresentaram coloracdo mais clara, representando resisténcia em sua estrutura e

acao dessa etapa da metodologia aplicada.

(A) (B)

Figura 5. Perfil das amostras de EPS e goma xantana nativos (A) e tratados com
xantana liase (B) ap0s a hidrolise para analise de monossacarideos. 1: goma xantana;
2: H152; 3: 8819; 4: 4077.

Os EPS podem ser modificados pela acdo de transferases e hidrolases que
adicionam ou removem grupos tais como acetil, piruvil (MARZOCCA et al., 1991),
succinil (REUBER; WALKER, 1993), lactila terminais (MAALEJ et al., 2017), ou uma
combinacao destes, levando a varia¢cdes na eletrostatica da superficie do polimero e
na solubilidade. Fato que se comprova com os resultados da analise por
espectroscopia de FTIR e RMN de 13C.
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3.6.2. Estrutura parcial FTIR

O espectro de infravermelho com Transformada de Fourier permitiu detectar
similaridades ou pequenas diferencas na estrutura quimica das diversas amostras. De
modo geral, os espectros dos EPS foram estudados na regigo entre 400 cm™* e 4000
cm™ ! (Figura 7) e picos obtidos na regido de 3450 cm ~1, 2927.5cm ~ 1, 1639 a 1643
cm ~1,985cm 1 1170 a 1184 cm ~1, 1100 cm ~! e 1030 a 1041 cm ~ ! representam
a presenca da hidroxila (pico 1), alongamento da vibracdo da hidroxila do EPS,
vibracdo de alongamento de C — H (pico Il), grupo carboxilo (pico IlI), ligagéao
glicosidica, vibracao covalente de C-O-C ligacédo e ponte glicosidica (pico V), vibracéo
da ligacdo C-O na posicédo C-4 de D-glicose e flexibilidade da cadeia polimérica (pico
VI), respectivamente. Entretanto, podemos observar que nos EPS nativos (Figura 6.
A), o formato da banda de deformacé&o angular no plano é intenso na regiao de 1400
- 1300 cm?, enquanto em amostras de goma xantana nativa (Figura 6. 1A) e
modificada (Figura 6. 1B) bem como EPS rizobianos modificados (Figura 6. 2B, 3B,
4B), esta banda é pouco aguda.

Compostos com absorcdes devidas a vibragcbes de estiramento C-H e C-C
(Figura 6. 1) e vibragOes de deformacao angular C-C-C e H-C-H (pico 1V), as bandas
mais relevantes situam-se nas regides de 3000-2850 cm™ e de 1450-1365 cm™,
respectivamente. Semelhantes aos picos encontrados em outras estirpes de
Rhizobium sp. (CASTELLANE; OTOBONI; LEMOS, 2015; CASTELLANE etal., 2017).

Contudo a espectroscopia de infravermelho apenas nao representa uma
analise conclusiva da elucidacdo da estrutura de polimeros, logo foi utilizada outra

metodologia complementar, a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.
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Figura 6. Espectro infravermelho das amostras de EPS nativos (A) e tratados com a
enzima xantana liase (B) apés 10 min de incubacéo a 40 °C. 1. Goma Xantana; 2:
EPS H152; 3: EPS 8819 e 4: EPS 4077. | a VI: vibracdes caracteristicas de grupos

funcionais componentes da estrutura de EPS rizobianos e goma xantana.
3.6.3. Estrutura parcial RMN

Os espectros 3C NMR de EPS estdo ilustrados na Figura 7, onde os principais
sinais nos EPS foram atribuidos a ppm 102,16 para C1 (pico Il), ppm 74 para C3 (pico
), ppm 66 para C5 (pico IV) e ppm 62 para C6 (pico V), semelhante ao dos carbonos
para B-d-glicopiranose (ZHAO et al., 2010). Além disso, o sinal em ppm 174 (pico I) &
correspondente as carboxilas do acido glicurdnico, acido galacturénico e dos grupos
acetato e piruvato, enquanto que o sinal e ppm 26 (pico VI) a os carbonos de metila
dos grupos O-acetila semelhante aos encontrados em outros trabalhos com EPS
rizobianos (CASTELLANE; OTOBONI; LEMOS, 2015; CASTELLANE et al., 2017).

De acordo com o espectro da goma xantana nativa (Figura 7. 1A), o sinal em
ppm 85 (pico Ill) indica a presencga do terminal C3 do ramo (1 — 6)-Glc ligado por

grupos O-acetil.
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Figura 7. Espectros de RMN de '3C CP-MAS das amostras de EPS nativos (A) e
tratados com a enzima xantana liase (B) apés 10 min de incubacéo a 40 °C. 1: Goma
Xantana; 2: EPS H152; 3: EPS 8819 e 4: EPS 4077. | a IX: sinais caracteristicos de

grupos funcionais componentes da estrutura de EPS rizobianos e goma xantana.
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Enquanto que, observamos auséncia deste sinal na goma xantana modificada
(Figura 7. 1B), bem como, de outros sinais anteriormente relatados. O sinal de acetato
de metila a ppm 21, por sua vez, é observado apenas nos espectros de EPS nativos,
4077, 8819 e H152 (Figura 7. A), e o sinal metilico do piruvato a 25 ppm (pico VI)
também foi observado nos espectros. Nota-se nas amostras tratadas (Figura 7. B) a
auséncia de sinal em 30 ppm presentes (pico VII) nos espectros de EPS nativos, que

foi devido provavelmente ao metileno (CH2) do grupo succinil.

3.7.Termogravimetria

A andlise termogravimétrica pode medir a quantidade e a proporcdo de
mudancas de massa em um material, em funcdo da temperatura ou do tempo, em
uma atmosfera controlada, onde as medidas sdo usadas para determinar a
composicgéo e estabilidade térmica de um material (ZHENG et al., 2014).

E possivel observar a partir do termograma (Figura 8) que os EPS rizobianos
H152 (2B), 8819 (3B) apds o tratamento com a enzima xantana liase. Os EPS
aumentaram a temperatura de resisténcia a perda de massa em 65,74 °C e 69,87 °C,
respectivamente, sendo estes superiores a goma xantana tratada com a enzima
(Figura 8. 1B) que aumentou 28,24 °C, enquanto que, o EPS 4077 reduziu a
temperatura em 11,25 °C apds a modificacdo em sua estrutura.

Apos a modificacdo enzimatica das amostras, houve aumento da resisténcia
da estrutura em perder a molécula de agua ligada as superficies dos EPS produzidos
pelas estirpes LMG 8819 e H152, e pode revelar alta capacidade de retencao de agua
dos mesmos, onde esta propriedade é atribuida a presenca de grupos carboxilicos, ja
gue estes estao ligados a uma molécula de agua (SAJNA et al., 2013).

A goma xantana e os EPS 8819 e H152 nativos reduziram sua massa em
83,45%, 85,69% e 87,65% a 700 °C, enquanto que apods o tratamento estes resistiram
a perda de massa total em aproximadamente 72% até a maxima temperatura
avaliada, isto significa que a modificagdo com a enzima favoreceu a resisténcia da

estrutura destas moléculas a altas temperaturas.
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EPS rizobianos nativos (A) e tratados com a enzima xantana liase (B). 1. Goma
Xantana; 2: EPS H152; 3: EPS 8819 e 4: EPS 4077.
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Geralmente nos processamentos sdo empregadas elevadas temperaturas,
entre 200 e 230 °C (LUNA, 2016), caracteristicas como termoestabilidade sao
exploradas na induastria, principalmente em varias preparacdes alimenticias e
farmacéuticas, onde os EPS podem ser utilizados como espessantes. Desta maneira,

os EPS rizobianos utilizados neste estudo apresentaram potencial uso industrial.

4. CONCLUSAO

A quantidade de polimero produzido pelas estirpes rizobianas na presenca de
sacarose, como fonte de carbono, foi eficiente. Os resultados sugerem que é possivel
produzir um heteropolissacarideo rizobiano modificado e com propriedades distintas
guando comparado ao biopolimero nativo através da acdo enzimatica da xantana
liase, uma vez que agiram despolimerizando e dessa forma alterando a estrutura dos
mesmos. Consequentemente ocorreram alteragbes na solubilidade dos EPS
provavelmente devido a remoc¢édo de eventuais grupos funcionais da estrutura dos
EPS. Por outro lado, eventuais alteracbes na estrutura favoreceram os EPS
produzidos pelas estirpes H152 e LMG 8819 em relagdo ao aumento da capacidade
de resisténcia térmica, perfil este semelhante ao EPS 4077 nativo. Sendo assim,
essas estirpes podem ser consideradas candidatas a producéo de EPS com interesse

industrial.
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