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EXPRESSAO DO GENE xynB5 QUE CODIFICA UMA
BETA-XILOSIDASE MULTIFUNCIONAL EM C. crescentus
RESUMO

A manipulacdo genética de microrganismos tem propiciado grandes avancos para a
producdo de enzimas que possam auxiliar na bioconversdo da biomassa vegetal a
combustiveis e quimicos. O principal componente da hemicelulose que comp&em a biomassa
vegetal é o xilano, e sua degradacdo depende da acdo sinérgica de varias enzimas, das quais
Xilanases e B-Xilosidases destacam-se como as principais. A andlise do genoma de
Caulobacter crescentus revelou que esta bactéria apresenta pelo menos oito genes envolvidos
com a degradacéao do xilano, trés deles codificam para endo-Xilanases, e cinco codificam para
B-Xilosidases. O presente trabalho objetivou a caracterizacdo enzimética de uma destas
enzimas, a B-Glicosidase/p-Xilosidase de C. crescentus. Para isto o gene xynB5 (CCNA
03149) foi clonado em pJET1.2/blunt e subclonado no vetor de expressdo pTricHISA para a
producdo de uma proteina recombinante fusionada a uma cauda de histidinas amino-terminal.
A enzima recombinante foi induzida com IPTG na cepa TOP10 de E. coli e a proteina foi
purificada com o auxilio de colunas pré-empacotadas de niquel-sepharose. A caracterizacao
da enzima pura mostrou um pH 6timo igual a 6 para ambas as atividades enzimaticas e uma
temperatura 6tima de 50 °C para B-Glicosidase e 60 °C para B-Xilosidase, na presenca dos
substratos pNPG e pNPX, respectivamente, embora também tenha ocorrido uma pequena
atividade na presenca de pNPA. A proteina multifuncional teve sua atividade enzimatica
preponderante para B-Glicosidase (7,6 U mL™) em relacéo a atividade de B-Xilosidase (4,3 U
mL™). Além de maior especificidade para pNPG (K= 0,24 + 0,008 mM) em relacéo & obtida
para pNPX (Ky = 0,64 + 0,032 mM) embora a Vmax para ambos substratos ndo tenham
apresentado diferenca significativa nas condi¢fes Otimas de cada enzima (pNPG = 0,041 +
0,001 uM min™ e pNPX = 0,055 + 0,002 uM min™). Os dados de caracterizacéo confirmaram
0s sugeridos na anotacdo genémica para C. crescentus. Estas caracteristicas multifuncionais
da proteina sdo importantes para futuras aplicagdes biotecnolégicas como o reaproveitamento

dos residuos agroindustriais.

Palavras-chave: Caulobacter crescentus, residuos agroindustriais, pB-Glicosidase, f-
Xilosidase, clonagem e expressao.



EXPRESSION OF THE xynB5 GENE ENCODING A
MULTIFUNCTIONAL BETA-XYLOSIDASE in C. crescentus
ABSTRACT

The genetic manipulation of microorganisms has provided great advances in the
production of enzymes involved in the bioconversion of biomass to fuels and chemicals. The
main component of hemicellulose that compose the plant biomass is xylan, and its
degradation dependent on the synergistic action of several enzymes, including xylanases and
B-xylosidases stand as the major. The analysis of the genome of Caulobacter crescentus
showed that this bacterium has at least eight genes encoding enzymes involved in the
degradation of xylan, three coding for endo-xylanases and five B-xylosidases. In the present
report, the enzymatic characterization of a C. crescentus B-glucosidase/p-xylosidase V was
performed. For this purpose the xynB5 gene (CCNA 03149) was cloned into pJET1.2 /blunt
and subcloned into the expression vector pTricHisA for producing a recombinant protein
fused to an amino-terminal His-tag. The recombinant enzyme was induced with IPTG in E.
coli (TOP10 strain) and the protein was purified using pre-packaged nickel-sepharose column.
The characterization of the pure enzyme showed an optimum pH of 6 for both enzyme
activity and a temperature optimum of 50 ° C to B-glucosidase and 60 ° C to B-Xxylosidase in
the presence of pNPG and pNPX substrates, respectively, while also there has been a small
activity in the presence of pNPA. The multifunctional protein had its predominant enzyme
activity to B-glucosidase (7.6 U ml-!) and a secundary B-xylosidase activity (4.3 U mI™). In
addition to greater specificity for pNPG (Ky, = 0.24 + 0.008 mM) compared to that obtained
for pNPX (Km = 0.64 £ 0.032 mM) although the V4 for both substrates was not statistically
significant difference in optimal conditions of each enzyme (pNPG = 0.041 + 0.001 pM min™
and pNPX = 0.055 + 0.002 uM minY). In fact, data to enzymatic characterization
corroborated the suggested in genomic annotation to C. crescentus. These multifunctional
characteristics of the protein are important for biotechnological applications like the future

reuse of agroindustrial residues.

Keywords: Cauloacter crescentus, agroindustrial residues, B-Glycosidase, - Xxylosidase,
cloning and expression.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

As pesquisas atuais indicam que a exploragdo indiscriminada dos recursos naturais
levard ao seu esgotamento em um curto espaco de tempo, gerando a falta de elementos
essenciais para subsisténcia humana, principalmente os combustiveis fosseis. Neste contexto,
a busca por alternativas ao uso do petroleo utilizando recursos renovaveis de energia, vem
mobilizando internacionalmente setores académicos, industriais, sociais, econdmicos e
governamentais, com énfase nos estudos de processos biotecnol6gicos com menor impacto
ambiental (PEREIRA JUNIOR et al.,2008).

A tendéncia destes estudos é desenvolver processos biotecnoldgicos para a producao
de bioetanol celul6sico ou de segunda geracdo, que permitam a utilizacdo de biomassas
residuais de composicdo lignocelulésica como a palha de milho e soja, casca de arroz e
laranja, bagaco de cana-de-acgucar, além de residuos da industria de celulose, abundantemente
geradas nos setores agricolas e florestais (VASQUEZ et al., 2007).

Os processos biotecnoldgicos tém conquistado um lugar de relevancia na inovacgdo
tecnoldgica mundial, exibindo caracteristicas econémicas e operacionais, que conferem
vantagens em relacdo aos processos quimicos convencionais (WONG et al., 1988; YOON et
al., 2006).

A conversdo enzimatica de residuos agroindustriais, que possuem em sua estrutura a
celulose e a hemicelulose, tem ganhado destaque. Estes residuos constituem as mais
importantes fontes de biomassa no mundo devido ao baixo custo, sendo encontradas em
abundancia no Brasil (BON et al., 2008). O principal componente da hemicelulose é o xilano,
envolvendo em sua degradacdo um conjunto de enzimas do complexo xilanolitico,
destacando-se as Xilanases (EC 3.2.1.8) e B-Xilosidases (EC 3.2.1.37).

Na natureza existe um grande nimero de microrganismos que produzem enzimas
xilanoliticas. Devido ao imenso potencial destas enzimas, vém sendo realizadas diversas
pesquisas envolvendo-as, visando a reducdo de impactos ambientais e gerando beneficios
econémicos pela sua aplicacdo em processos industriais (HALTRICH et al., 1996). Porém,
para fins industriais, a producdo de enzimas precisam ser otimizadas para obter maiores niveis
de atividade enzimatica.

A Engenharia Genética de Microrganismos tem propiciado grandes avangos para a

producdo de enzimas que possam auxiliar na conversdo da biomassa vegetal em etanol



celulésico. Com isso, 0 entendimento e o melhoramento das atividades dos microrganismos
capazes de degradar a celulose e hemicelulose em moléculas de aglcar e etanol tem assumido
um papel essencial nas pesquisas relacionadas ao biocombustivel, com o objetivo de reduzir
0s custos totais da producéo (LIU et al., 2006).

Algumas enzimas ainda ndo caracterizadas envolvidas com o metabolismo de
materiais lignocelul6sicos sdo produzidas por Caulobacter crescentus, uma bactéria aquatica
Gram-negativa ndo patogénica, capaz de sobreviver em ambientes oligotroficos e que mostra
um grande potencial para exploracdo biotecnoldgica. A analise do genoma de C. crescentus
(cepa NA1000) revelou que esta bactéria apresenta pelo menos oito genes envolvidos
diretamente na degradagdo do xilano, trés deles codificam para enzimas endo-Xilanases, e
cinco que codificam para enzimas B-Xilosidases.

Recentemente, dois dos cinco genes que codificam para enzimas B-Xilosidases (EC
3.2.1.55) e (EC 3.2.1.37), xynB1 e xynB2, foram estudados em nosso laboratdrio, levando a
purificacdo de duas proteinas recombinantes que foram totalmente caracterizadas, tendo uma
delas a estrutura tridimensional definida e depositada em banco de dados de dominio publico
(GRACIANO et al., 2012; CORREA et al., 2012; SANTOS et al., 2012; CORREA et al.,
2014).

O presente projeto deu continuidade a pesquisa das B-Xilosidases de C. crescentus
estudando o gene xynB5 desta bactéria através de abordagens moleculares e caracterizando o
seu produto, a enzima B-Glicosidase/p-Xilosidase (EC 3.2.1.21), para verificar o seu potencial

uso biotecnologico.

1.2 A importéancia do emprego da biotecnologia em residuos agroindustriais

A populagdo humana produz milhGes de toneladas de residuos agroindustriais
anualmente e, na maioria das vezes, sao eliminados no meio ambiente sem planejamento,
gerando um acumulo excessivo de materiais organicos. Os residuos agricolas ou
agroindustriais estdo entre as maiores fontes de biomassa no mundo e sdo constituidos em
grande parte pelo xilano. Eles geram um consideravel prejuizo as atividades econémicas do
setor agroindustrial e ao meio ambiente (CANO & PALET, 2007).

Desta forma, estes residuos podem apresentar elevados problemas de disposigdo final
e um potencial poluente, além de representarem perdas de biomassa e nutrientes de alto valor.

No passado, os residuos agroindustriais eram dispostos em aterros sanitarios ou empregados
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na racdo animal ou adubo, sem qualquer tratamento. Atualmente, com os conceitos de
sustentabilidade, a recuperacdo e reaproveitamento de subprodutos e a bioconversdao de
residuos, sdo cada vez mais difundidos e necessarios para as cadeias agroindustriais
(LAUFENBERG et al., 2003).

No Brasil, as industrias alimenticias produzem uma grande quantidade de
subprodutos, tais como bagacos, farelos, cascas e sementes. Utilizar estes subprodutos como
matéria-prima para 0s bioprocessos torna-se viavel devido ao seu baixo custo econémico e
sua grande disponibilidade. As pesquisas envolvendo o0s bioprocessos crescem
exponencialmente e o foco da maioria delas é a busca por produtos com um alto valor
agregado como, proteinas de alta digestibilidade, enzimas, biofertilizantes, biossurfactantes
dentre outros metabolitos microbianos (SOCCOL & VANDENBERGH, 2003; COUTO &
SANROMAN, 2006).

Os estudos indicam que a biomassa vegetal, em funcdo do curto ciclo de reposicéao e
grande abundéncia é a Unica fonte natural capaz de fazer frente as demandas presentes e
futuras de energia. Além disso, pode ser usada como matéria-prima para uma série de
processos, dependentes hoje de fontes ndo renovaveis (PRADE, 1996). Apesar desta
informacé&o ter sido relatada ha quase 20 anos, ela continua cada vez mais atual.

Mundialmente, as principais linhas de pesquisa para utilizacdo dos residuos
agroindustriais através de processos biotecnoldgicos sdo: (1) o enriquecimento protéico, onde
microrganismos selecionados aumentam o teor protéico desses materiais, de modo a serem
utilizados na alimentacdo humana ou animal; (2) e a producdo de compostos de alto valor
agregado, utilizando matéria-prima de baixo custo, como producdo de enzimas, metabolitos
secundarios, biopesticidas e biocombustiveis (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003).

As estratégias dos microrganismos empregadas para a utilizacdo dos biopolimeros,
predominantes em residuos agroindustriais, ganham espacgo devido sua alta especificidade,
eficiéncia, seguranca e reducéo de custos, quando comparados aos métodos fisicos e quimicos
tradicionais (WONG et al., 1988; YOON et al., 2006).

E importante ressaltar que a analise detalhada dos mecanismos moleculares utilizados
por bactérias no ataque hidrolitico a parede celular vegetal, revelou que o processo de
degradacdo dos polissacarideos como o xilano € complexo e ineficiente em condicdes
naturais. E necessario adotar mecanismos genéticos e biotecnoldgicos adicionais nos
microrganismos com o potencial de degradar os compostos vegetais. Através da Engenharia
Genética de Microrganismos € possivel produzir enzimas com interesse biotecnolégico que

auxiliam na conversao da biomassa vegetal em etanol celul6sico (REIS et al., 2001).
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Do total de abastecimento das enzimas industriais no mundo, 60% s&o produzidas na
Europa e os 40% restantes nos Estados Unidos e Japdo (DEMAIN, 2000). Estima-se que
aproximadamente 20% dos mais de um bilhdo de ddlares da comercializacdo de enzimas
industriais, consistam em celulases, hemicelulases e pectinases (MENEZES et al., 2009).

O desenvolvimento de tecnologias que permitam a producdo de enzimas a um custo
competitivo é de grande importancia ndo s6 para a producdo de biocombustiveis, como para
aplicacdes biotecnoldgicas em setores quimicos, farmacéuticos, de alimentos, de bebidas
(celulase, lactase, lipase, pectinase, protease, oxirredutase), racdo animal, téxtil (amilase,
celulase, pectinase, oxirredutase), papel (lipase, oxirredutase, xilanase), de detergente
(celulase, lipase, protease, oxirredutase) e de couro (lipase, protease) (NIELSEN &
OXENBOLL, 1998; BHAT, 2000; KIRK et al., 2002).

Os estudos apontam ainda que a bioconversdao de residuos lignoceluldsicos tem
consideravel interesse ndo somente ambiental, mas também econdémico, pela possibilidade de
geracdo de novos subprodutos. Estes residuos representam uma vasta fonte de material bruto,
qgue podem ser empregados no desenvolvimento de processos que resultem em produtos de
alto valor agregado, como acUcares fermentaveis, alimentos, farmacos, enzimas e substancias
de interesse industrial (MENEZES et al., 2009).

As tendéncias mundiais para 0s avancos cientificos e tecnolégicos na area de novos
combustiveis destacam a importancia da utilizacdo de residuos agroindustriais como matéria-
prima nos processos de producdo. A reutilizacdo e reciclagem destes residuos de base vegetal
podem minimizar os problemas ambientais ligados ao seu acumulo e diminuir o uso de
combustiveis fosseis, além de resultar em uma melhora no aproveitamento da matéria-prima,
que é de grande interesse na atualidade (RABELO, 2007).

Assim, as tecnologias empregadas para transformar biomassa em produtos
comercializaveis que gradualmente substituirdo os materiais derivados de fontes ndo
renovaveis, estdo se tornando comercialmente viaveis e a cada dia mais necessarias
(COLLINS et al., 2005).

1.3 Residuos agroindustriais: materiais lignocelulésicos

No reino vegetal, a parede celular desempenha fungdes importantes de suporte e de
formato celular, apresentando uma estrutura rigida na qual as microfibrilas de celulose séo

elementos arquiteturais principais. A sua volta se encontram ligadas, de forma entrelacada,
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uma matriz complexa composta por hemiceluloses, pectinas, glicoproteinas e substancias
aromaticas com caracteristicas cerosas (TAIZ & ZEIGER, 2004). A grande complexidade da
parede celular vegetal explica porque as reacdes e mecanismos enzimaticos necessarios para a
sua desconstrucao sdo complexos.

As matérias-primas lignocelulésicas sdo as fontes de energia renovaveis mais
abundantes, compreendendo em sua maioria pelos materiais agroindustriais, sendo a sua
recuperacao e reaproveitamento importantes e necessarios (CASTRO & PEREIRA, 2010).

Os materiais lignoceluldsicos incluem madeira, capim, residuos florestais e agricolas,
apresentando na composicao quimica celulose, hemicelulose e lignina, variando a proporcao
destes componentes de acordo com a espécie vegetal que o originou (CARVALHO et al.,
2009).

1.4 Hemicelulose e Xilano

A celulose é um polissacarideo de alto peso molecular e 0 composto mais abundante
nos vegetais. E linear, formado por moléculas de glicose com unidades B-1,4-glicosidicas
ligadas. As cadeias estdo ordenadas formando uma estrutura cristalina fortemente estabilizada
por pontes de hidrogénio inter e intramoleculares. Por este motivo a celulose é um
polissacarideo insolivel a agua e com alta resisténcia a enzimas e agentes quimicos
(BISARIA & GHOSE, 1981; DERMIBAS, 2008; DODD & CANN, 2009).

A hemicelulose é considerada o segundo polissacarideo mais abundante nos vegetais.
E ramificada e amorfa, podendo ser formada por moléculas de pentoses (xilose e arabinose),
hexoses (manose, glicose e galactose) e &cidos urbnicos (B-D-glucuronico, o-D-4-O-
metilglucurdnico, a-D-galacturénico) (Figura 1). Ja a lignina é um biopolimero aromatico,
sintetizado a partir de precursores fenilpropandides (BISARIA & GHOSE, 1981;
DERMIBAS, 2008; DODD & CANN, 2009).

As hemiceluloses séo definidas como heteropolimeros ndo amildceos e néo
celulésicos, que podem ser extraidos da parede celular dos vegetais superiores (FENGEL &
WENEGER, 1989; SJOSTROM, 1993).

Sdo polissacarideos soluveis em reagentes alcalinos, de baixa massa molecular,
apresentando entre 50 e 300 unidades glicosidicas. Representam cerca de 30 a 40% dos
carboidratos totais das células vegetais, correspondendo em torno de 40% do peso seco da
biomassa vegetal (COUGHLAN et al., 1993; UFFEN, 1997; FERREIRA-FILHO, 2004).
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Figura 1 — Estrutura quimica dos monossacarideos que formam as hemiceluloses (modificado
de FENGEL & WENEGER, 1989).



As cadeias principais da hemicelulose podem ser constituidas por apenas uma unidade
monossacaridica, como € o caso dos xilanos (xilose), ou por duas ou mais unidades, como 0s
glucomananos (glicose e manose). Desta forma, as hemiceluloses sdo classificadas de acordo
com os residuos de agUcares presentes em sua molécula como: D-xilano, L-arabinano, D-
galactano, manano, galactoglucomanano, arabinoxilano, arabinogalactano, glucano e
xiloglucano. E estdo frequentemente associadas aos polissacarideos pécticos, porém esses
ultimos néo incluidos no grupo das hemiceluloses (COLLINS et al., 2005; DELGADO et al.,
2006). As principais diferencas entre a celulose e a hemicelulose estdo apresentadas na Tabela
1, de acordo com Zhang e Lynd (2004) e Bon et al. (2008).

A variedade de ligac6es quimicas e ramificacfes, assim como a presenca de diferentes
unidades monomeéricas, contribuem para a complexidade da estrutura hemicelul6sica e suas
distintas conformacdes (JACOBSEN & WY MAN, 2000).

Dentre as hemiceluloses, a maior classe é a dos xilano, que depois da celulose é o
polissacarideo mais abundante na madeira e nos residuos agricolas e agroindustriais (PRADE,
1996). Como os demais polissacarideos de origem vegetal, o xilano apresenta grande
variabilidade quimica e molecular, variando de espécie para espécie, 0 que esta relacionado a
suas fungbes em cada uma das plantas (EBRINGEROVA & HEINZE, 2000). O
polissacarideo xilano tem uma estrutura linear que consiste em residuos de xilose unidos por
ligacGes glicosidicas pB-1,4, podendo ainda apresentar residuos substituintes como L-
arabinofuranosil, acetil, glucuronosil e 4-O-metilglucuronosil (COUGHLAN &
HAZLEWOOD, 1993; WONG & SADDLER, 1993).

As cadeias laterais do biopolimero determinam a solubilidade, conformacdo e a
reatividade da molécula de xilano e portanto, influenciam grandemente o modo e extensdo de
sua clivagem enzimatica. Assim as ramificacbes desempenham papéis importantes na
hidrolise do xilano, pois muitas vezes podem ocasionar impedimentos estéricos, evitando a
formagé@o do complexo enzima-substrato (WONG et al., 1988). Enquanto as hemiceluloses
presentes nas madeiras duras sdo constituidas principalmente de xilanos, nas madeiras macias,
sdo mais comuns os glucomananos (KUMAR et al., 2008). Os xilanos estdo presentes na
forma parcialmente acetilada em varias plantas, sendo que existem ainda diferengas na
acetilacdo da madeira macia e madeira dura. O xilano de madeira dura € altamente acetilado
(70%), enquanto que o xilano de madeira macia ndo. A solubilidade parcial do xilano em agua

deve-se principalmente a presenca do grupo acetil (KULKARNI et al., 1999).



Tabela 1 — Comparagéo estrutural entre celulose e hemicelulose.

CELULOSE

HEMICELULOSE

1. Possui natureza homopolissacaridica
(unidades de glicose ligadas entre si)

2. Alto grau de polimerizagéo (100 a 15.000)

3. Forma arranjo fibroso

4. Apresenta regides cristalinas e amorfas

5. Dificil hidrdlise por acido inorganico
diluido a quente

6.
sollvel a

Insolivel em solucdes alcalinas (porém
elevadas temperaturas e/ou

concentragdo) de reagentes

7. Estrutura linear

8. As moléculas de glicose que formam a
celulose sdo unidas por ligacdes glicosidicas
do tipo 3-(1,4), um tipo de ligacdo covalente,
resultante da reacdo de condensacéo

1. Possui natureza heteropolissacaridica
(varias unidades de pentoses e hexoses
ligadas entre si)

2. Baixo grau de polimerizagéo (50 a 300)

3. Nao forma arranjo fibroso

4. Apresenta somente regides amorfas

5. Hidrolisa facilmente acido

inorganico diluido a quente

em

6. Soluvel em solugdes alcalinas diluidas

7. Estrutura ramificada

8. As moléculas de xilose que formam o
xilano (principal hemicelulose) sdo unidas
por ligacdes glicosidicas do tipo BR-(1,4),
com ramificagbes de 4&cido 4-O-
metilglucurdnico unidos a cadeia principal
por ligagdes a-(1,2)

Dados retirados de Zhang e Lynd (2004) e Bon et al. (2008).
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A acetilacdo ocorre mais frequentemente no O-3 do que no O-2 e quanto maior 0 grau
de acetilacdo, maior a solubilidade em agua (BIELY, 1985).

A existéncia de um complexo enzimatico, tendo enzimas com fungées especializadas é
uma estratégia que os microrganismos apresentam para alcancar a total hidrélise deste
heteropolissacarideo, aumentando a disponibilidade do carbono para o seu crescimento e as
chances de sobrevivéncia na natureza (KHENG & OMAR, 2005).

1.5 Hidrdlise do xilano e complexo xilanolitico

Na natureza, o xilano é completamente hidrolisado a monossacarideos pela acéo
conjunta de diferentes enzimas. A heterogeneidade da estrutura do xilano é responsavel pela
diversidade de enzimas necessérias para a sua total degradacdo. Este sistema enzimatico é
conhecido como complexo xilanolitico e inclui principalmente a p-1,4-D-Xilanase e a B-D-
Xilosidase, as quais atuam sobre a cadeia principal do polissacarideo (SUNNA &
ANTRANIKIAN, 1997; POLIZELLI et al., 2005). Conjuntamente, as enzimas Xilanases e [3-
Xilosidases hidrolisam os xilo-oligossacarideos do xilano, gerando moléculas de xilose. A
xilose, em substituicdo a glicose, também pode ser utilizada por microrganismos como fonte
de carbono (FINELL et al., 2002).

As endo-Xilanases sdo as principais enzimas no processo de despolimerizacdo do
xilano, hidrolisando ligacbes glicosidicas internas ao longo de sua cadeia, liberando xilo-
oligossacarideos de varios tamanhos, resultando em um menor grau de polimerizacdo do
mesmo. Geralmente os produtos formados pela acdo das endo-Xilanases séo 0s xilo-
oligossacarideos maiores, e posteriormente, podem ser liberados a xilotriose e xilobiose. O
mecanismo de clivagem do xilano ndo é ao acaso e o0 ataque ao substrato depende do seu
comprimento e grau de polimerizacdo, bem como da presenca de grupos substituintes
(WONG et al., 1988; SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997).

As exo-B-D-Xilosidases sdo enzimas que hidrolisam xilo-oligossacarideos menores e
as xilobioses, liberados pela acdo das endo-Xilanases sobre o xilano, produzindo a xilose. A
especificidade destas enzimas por pequenos oligossacarideos de xilose € elevada (SUNNA &
ANTRANIKIAN, 1997).

A capacidade hidrolitica das endo-Xilanases aumenta com o comprimento da cadeia,
enquanto que das exo-Xilanases diminui com o comprimento da cadeia, pois hidrolisam xilo-

oligossacarideos em monossacarideos de xilose (PRADE, 1996). Algumas Xilanases
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purificadas sdo habeis em hidrolisar xilotriose, mas ndo arabino-xilotriose, indicando que
substituintes a-L-arabinosil protegem as ligagdes xilosidicas dos xilanos (TAKENISHI &
TSUJISAKA, 1975). Todavia, os substituintes podem ter uma funcdo positiva para que as
ligacbGes enzima-substrato ocorram, uma vez que muitas Xilanases demonstram preferéncia
em hidrolisar cadeias ramificadas de xilano (FREDERICK et al., 1985).

Outras enzimas que constituem o complexo xilanolitico e sdo responsaveis por
eliminar os residuos substituintes especificos sdo a-L-Arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55),
Acetil-xilano Esterase (EC 3.1.1.72), a-D-Galactosidase (EC 3.2.1.22), a-D-Glucuronidase
(EC 3.2.1.139), Esterase de Acido Ferdlico (EC 3.1.1.73) e Esterase de Acido p-Cumérico
(EC 3.1.1) (FERREIRA-FILHO, 1994; COLLINS, 2005). Sdo conhecidas como enzimas
auxiliares ou desramificantes, atuando em conjunto com as Xilanases e B-Xilosidases no
processo de hidrolise do xilano (Figura 2). Podem atuar nas ligacGes entre um residuo da
cadeia principal e um grupo substituinte, ou podem quebrar ligacdes entre 0s grupos
substituintes (de VRIES & VISSER, 2001).

Demonstrou-se que Xilanases, p-Xilosidases e a-L-Arabinofuranosidases sdo as
enzimas chaves na hidrélise do arabinoxilano (TUNCER & BALL, 2003; SORENSEN et al.,
2007). Os arabinoxilanos (AX) sdo os principais polissacarideos ndo-amilaceos encontrados
em muitos grdos de cereais (trigo, sorgo, cevada, arroz, centeio) e fazem parte das dietas ricas
em fibras (SAGHIR et al., 2008). J& na cana-de acUcar, o principal polissacarideo encontrado
sdo os glucuronoarabinoxilanos (GAX), que possuem cadeia principal de xilose com
ramificacBes de acido glucurdnico e arabinose (BUCKERIDGE et al., 2010).

Segundo Wong et al. (1988), a utilizacdo criteriosa de uma boa mistura de enzimas
xilanoliticas pode resultar em reacGes mais limpas. Primeiro por diminuir a utilizacdo de
compostos quimicos; e segundo por obter maiores rendimentos, com um menor consumo de
energia. Parametros estes, vitais para a viabilidade econémica do processo industrial (WONG
etal., 1988).
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» Endo-1,4-Beta-Xilanase

» D-xilose . . . .
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Figura 2 — Estrutura da molécula do polissacarideo xilano mostrando seus principais
constituintes monoméricos e o0s pontos de acdo das principais enzimas do complexo
xilanolitico. As endo-B-1,4-Xilanases hidrolisam as liga¢Bes glicosidicas B-1,4 internas da
molécula do xilano e liberam xilo-oligossacarideos. As exo-B-Xilanases, liberam a xilose a
partir da extremidade ndo-redutora da molécula do xilano. As B-Xilosidases hidrolisam xilo-
oligossacarideos curtos e principalmente xilobiose a mondmeros de xilose (modificado de
SOUZA, 2013)
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1.6 Classificacao das enzimas do complexo xilanolitico

As Xilanases e pB-Xilosidases envolvidas na hidrolise enzimatica da biomassa
lignocelulosica, sdo definidas pelo CAZy (Carbohydrate-Active enZymes Database) como
Glicosil Hidrolases (GHs). As GHs consistem em uma das maiores classes de enzimas com
funcgéo na degradagdo dos carboidratos, realizando a hidrolise da ligacéo glicosidica entre dois
ou mais carboidratos, ou entre uma molécula de carboidrato e uma de n&o-carboidrato
(HENRISSAT et al., 1995; HENRISSAT & DAVIES, 2000). Esta classificacdo segue
critérios baseados pelo substrato, similaridade da sequéncia de aminoacidos, estrutura
tridimensional e no mecanismo de agdo (HENRISSAT & DAVIES, 1997).

Quando a classificacdo dos grupos de enzimas é feita com base na especificidade pelo
substrato, critérios estabelecidos pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (IUBMB) devem ser seguidos. Conforme determina a IUBMB, cada enzima recebe
um codigo denominado “EC number” (Enzyme Commission number). GHs sdo representadas
pelo cddigo EC 3.2.1.x, onde cada digito caracteriza o tipo de reacdo catalisada. O primeiro
digito representa a classe de acordo com o tipo de reacdo quimica que catalisa (3 = hidrolases:
hidrélise de ligacdes covalentes); o segundo digito representa a subclasse que define em qual
grupo as enzimas atuam (2 = glicosilases); o terceiro digito representa a subsubclasse que tem
0s grupos quimicos especificos que participam da reacdo (1 = S- e O-glicosidase) e o quarto
digito representa o substrato especifico, e em alguns casos, também o mecanismo molecular
ou tipo de ligacdo entre as moléculas (HENRISSAT & DAVIES, 1997).

O sistema de classificacdo baseado na especificidade por substrato é um dos mais
simples na categoria das Glicosil Hidrolases. No entanto, este sistema ndo é muito adequado
para enzimas que agem sobre varios substratos, sendo particularmente relevantes para GHs
gue atuam sobre polissacarideos complexos presentes na natureza e que exibem ampla
especificidade (DAVIES & HENRISSAT, 1995). Desta forma, a classificacdo de Xilanases e
B-Xilosidases por este sistema é limitada, devido a heterogeneidade e complexidade do xilano
(COLLINS et al., 2005). Além disso, este sistema ndo leva em conta as caracteristicas
estruturais das enzimas. Consequentemente, enzimas que agem sobre os substratos similares
podem ser incluidas em uma mesma classe, sem que suas caracteristicas estruturais, modo de
acao e relacoes evolutivas sejam considerados (DAVIES & HENRISSAT, 1995).

O critério de classificacdo das GHs atualmente empregado foi sugerido por Henrissat
em 1991 (HENRISSAT, 1991; COLLINS et al., 2005) e classifica as familias de acordo com

a similaridade das sequéncias de aminoacidos e sua arquitetura de dobramento. As GHs com
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dominios conservados sdo classificadas dentro de uma mesma familia. Assim, quando as
sequéncias de aminoacidos de duas ou mais GHs sdo alinhadas em um dominio, estas séo
incluidas em uma mesma categoria (HENRISSAT et al., 1995). Como a estrutura molecular e
0 mecanismo de acdo de uma enzima estdo relacionados a sua estrutura primaria, esse sistema
reflete caracteristicas estruturais e mecanisticas (COLLINS et al., 2005).

Inicialmente esta classificacdo agrupou as GHs em 35 familias denominadas familias
de 1 a 35 (HENRISSAT, 1991). No decorrer dos anos, houve um aumento nas sequéncias de
Glicosil Hidrolases depositadas nos bancos de dados (EMBL, GenBank e SWISS-PROT) até
a presente data hd o reconhecimento de 133 familias descritas no site CAZy
(http://www.cazy.org/fam/acc_GH.html), o qual é atualizado regularmente.

Através desta classificacao é possivel agrupar enzimas com diferentes especificidades
por substratos e algumas enzimas que hidrolisam o mesmo substrato podem ser encontradas
em diferentes familias. No entanto, as estruturas tridimensionais das proteinas sdo mais
conservadas do que suas sequéncias de aminoacidos (DAVIES & HENRISSAT, 1995), e por
esta razdo, a estrutura tridimensional das GHs vem sendo utilizadas para agrupar as familias
em clas, ou seja, grupos de enzimas que apresentam semelhantes arquiteturas de dobramento.
Existem pelo menos 14 clas de familias de GHs designados de GH-A até GH-N, sendo maior
0 GH-A, que agrupa 19 familias relacionadas (HENRISSAT & DAVIES, 1997; COUTINHO
& HENRISSAT, 1999).

1.7 Mecanismos cataliticos das Glicosil Hidrolases (GHS)

Enzimas agrupadas entre as GHs podem atuar clivando a ligacdo glicosidica por dois
mecanismos distintos: por retencéo da configuragdo do carbono anomérico (Figura 3—A) e por
inversdo da configuracdo do carbono anomeérico (Figura 3-B) (COLLINS et al., 2005). A
maioria das enzimas caracterizadas até o0 momento tende a adotar o mecanismo cléssico de
retencdo proposto por Koshland (1953).

Segundo McCarter e Withers (1994), um duplo mecanismo de deslocamento esta
envolvido na retencdo de Glicosil Hidrolases que direciona a configuragdo do carbono
anomérico apos sua catalise. Tal mecanismo inclui passos de glicosilagéo e transglicosilagéo.
Dois é&cidos carboxilicos, que pertencem aos residuos de aminoacidos carregados
negativamente (Acido Glutdmico ou Acido Aspartico) constituem os grupos cataliticos que

podem estar em uma das extremidades da cadeia glicosidica. A glicosilagdo constitui a
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primeira etapa da reacdo, na qual um grupo carboxilico age como um &cido, promovendo a
catélise acida do oxigénio glicosidico. O outro grupo carboxilico atua como uma base,
formando um complexo intermediario covalente: glicosil-enzima. Supde-se que o estado de
transicdo tenha principalmente um carater dissociativo, isto é, a quebra das ligacOes
glicosidicas acontece antes do ataque pelo grupo nucleofilico.

A transglicosilagdo constitui a segunda etapa da reacdo onde o complexo glicosil-
enzima € hidrolisado pela dgua, com o outro residuo atuando como catalisador basico e
desprotonando a molécula de agua nucleofilica, formando assim uma nova ligacdo
glicosidica. Entretanto, o rendimento das reaces de transglicosilagbes € baixo, porque o
produto da reacdo pode ser imediatamente utilizado como substrato para as hidrdlises
enzimaticas subsequentes (McCARTER & WITHERS, 1994).

Um simples deslocamento leva a inversdo das GHs e consequentemente a inversao da
configuracdo anomérica. Em fato, dependendo do substrato utilizado, a hidrolise da ligagdo f-
glicosidica pode levar a uma configuracdo do tipo alfa ou beta. Como mencionado acima, a
catalise envolve dois aminoacidos carboxilados da enzima, Aspartato ou Glutamato, que
atuam como &cido e base respectivamente. Neste caso, uma molécula de agua ativada pelo
residuo basico ataca o carbono anomérico, hidrolisando a ligacdo glicosidica, levando a
inversdo da configuragdo (McCARTER & WITHERS, 1994; MOTOMITSU et al., 2009).

1.8 p-Glicosidase

As B-Glicosidases representam um grupo de enzimas com fungbes variadas e
hidrolisam ligacdes glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora de oligossacarideos de
cadeia pequena, alquil e aril B-D-glicosideos. Alguns exemplos sdo capazes de hidrolisar
também B-D-galactosideos, a-L-arabinosideos, -D-xilosideos e B-D-fucosideos (FAN et al.,
2011).

Podem ser classificadas com base na especificidade pelo substrato e pela similaridade
da sequéncia de aminoacidos (HENRISSAT & DAVIES, 1997). Baseado na especificidade
pelo substrato, elas sdo divididas em trés classes. A Classe I, a qual contém aril B-D-
glicosideos, sdo as Endoglicanases (endo-1,4 B-D-glicanase EC 3.2.1.14) que atacam as
ligages glicosidicas em regides internas da molécula de celulose, gerando oligossacarideos
de diversos comprimentos (BHATIA et al., 2002; VARNAI et al., 2010; SIGHANIA et al.,
2010).
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A — Mecanismo catalitico para B-Glicosidase por retengédo do C anomérico
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Figura 3 — Mecanismo de acgdo catalitico para B-Glicosidase por inversdo e retencao do
carbono anomérico (modificado de KOSHLAND, 1953; McCARTER & WITHERS, 1994).
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A Classe 11, a qual contém as verdadeiras Celobiohidrolases ou Exoglicanases (exo-
1,4 B-D-glicanase EC 3.2.1.91) que atacam as extremidades dos oligossacarideos produzidos
pela acdo das Endoglicanases (BHATIA et al., 2002; VARNAI et al., 2010; SIGHANIA et al.,
2010).

E a Classe 111, a qual contém as B-Glicosidases (1,4 B-D-glicosidase EC 3.2.1.21) que
hidrolisam as celobioses em oligossacarideos sollveis. Esta Classe Il de glicosidases
catalisam normalmente as ligacdes glicosidicas f 1,4; p 16; p 1,2 e o 1,3; a 1,4; o 1,6
(BHATIA et al., 2002; VARNAI et al., 2010; SIGHANIA et al., 2010). Estas enzimas estao
distribuidas nas familias GHs 1, 3, 4, 5, 9, 17, 30, e 116, conforme similaridade da sequéncia
de aminoécidos (JUTURU & WU, 2014).

As familias GH1, GH5 e GH30 sdo agrupadas ao mais amplo cld de GHs (GH-A). Em
microrganismos sao encontradas B-Glicosidases da familia GH1 (CAIRNS & ESEN, 2010).

Podem catalisar reacdes de transglicosilacdo de ligagdes B-glicosidicas em conjugados
glicosidicos formando glico-oligossacarideos (GOS) com diferentes aplicacGes na industria
alimenticia e salde humana (YANG et al., 2008). VariacGes de P-Glicosidases estdo
distribuidas em todos os tipos de organismos e possuem papéis importantes em diversos
processos biolégicos, dependendo da localizagdo e do sistema bioldgico em que essas reacdes
ocorrem. Em microrganismos celuloliticos, por exemplo, elas sdo membros da familia de
enzimas celuloliticas e agem de maneira sinérgica convertendo celulose a glicose; e esta pode
ser fermentada a etanol, tendo, portanto grande relevancia biotecnologica (LYND et al.,
2002).

Em humanos, as p-Glicosidases realizam a hidrdlise de glicosilceramidas
(glicocerebrosideos). As deficiéncias genéticas nesta enzima estdo associadas a desordens do
metabolismo de carboidratos, como diabetes e obesidade, e o acumulo excessivo de
glicosilceramidas no baco, figado e linfonodos, que podem levar a Doenca de Gaucher
(PANDEY & MISHRA, 1995). Inibidores de glicosidases sédo agentes de grande interesse
terapéutico, porque apresentam atividade contra virus, crescimento tumoral e metastase,
diabetes, Doenca de Gaucher e outras sindromes associadas ao armazenamento lisossomal de
glicoenfingolipideos (MELO & CARVALHO, 2006).
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1.9 p-Xilosidase

As B-Xilosidases hidrolisam xilo-oligossacarideos (XOS) derivados do xilano, pela
acao das endo-Xilanases, a xilose (BEG et al., 2001). Até o presente momento, estas enzimas
estdo distribuidas nas familias GHs 3, 30, 39, 43, 52, 54, 116 e 120, baseada na similaridade
das sequéncias de aminoacidos conservadas (CANTAREL et al., 2009; RAVANAL et al.,
2013). Com excecdo da familia GH43, que opera via 0 mecanismo de inversdo da
configuracdo do carbono anomérico, as outras familias operam via a retencéo.

A familia GH39 pertence ao mais amplo cla de GHs (GH-A), os seus membros clivam
ligagBes glicosidicas através da retencdo da configuracdo do carbono anomérico e possuem
oito repeticdes de uma estrutura tridimensional do tipo (B/a) (HENRISSAT et al., 1995).
Além das B-Xilosidases, a familia GH39 contém as a-L-lduronidases, as quais estdo
envolvidas com a degradacédo lisossomal dos glicosaminoglicanos (GAGS) em organismos
superiores. As deficiéncias nesta enzima podem conduzir ao acumulo de GAGs, resultando na
alteracdo conhecida como Mucopolissacaridose doTipo | ou também conhecida como
Sindrome de Hurler ou Scheie (UNGER et al., 1994).

Em adicdo a capacidade hidrolitica, algumas B-Xilosidases tém capacidade de
transglicosilacdo na presenca de alta concentracdo de xilose, levando a formacéo de XOS, que
contém duas a sete moléculas de xilose unidas por uma ligacdo p-(1-4). Os XOS podem ser
empregados como pré-bidticos e apresentam um impacto positivo nas funcgdes fisiol6gicas da
salde humana, como a reducdo dos niveis de colesterol, aumento da disponibilidade bioldgica
de calcio, reducdo do risco de cancer de célon, efeito citotdxico em células leucémicas
humanas, efeitos benéficos no diabetes mellitus tipo 2 e atuam como agentes antimicrobianos
e antioxidantes (MUSSATO & MANCILHA, 2007; SHEU et al., 2008; CHEN et al., 2009).

As B-Xilosidases sdo ativas contra o substrato artificial p-nitrofenil. Muitas séo
especificas pelo xilopiranosideo, como o p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo. Outras sdo capazes
de clivar o-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo, p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo, p-nitrofenil-
[-L-arabinopiranosideo, p-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo ou p-nitrofenil-o-D-
glicopiranosideo (KITAMOTO et al.,, 1999). Muitas destas enzimas purificadas ndo sdo
capazes de degradar o xilano. Elas apresentam pouca ou nenhuma atividade contra este
polimero (POLIZELI et al., 2005).

Com algumas excec¢des (KIM & YOON, 2010), a maioria das B-Xilosidases de

bactérias sdo intracelulares, enquanto estas enzimas de fungos sdo ligadas as células ou
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extracelulares. Podem possuir componentes monomeéricos (TSUJIBO et al., 2001), diméricos
(CONTRERAS et al., 2008) ou tetraméricos (SAKKA et al., 1993) para sua funcéo catalitica.

1.10 Glicosil Hidrolases da Familia 3 (GH3)

As atividades enzimaticas conhecidas das GH3 sdo B-Glicosidases (EC 3.2.1.21), B-D-
Xilosidases (EC 3.2.1.37), a-L-Arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), 1,3-pB-Glicosidases (EC
3.2.1.58), 1,4-B-Glicosidases (EC 3.2.1.74), B-Glicosilceramidases (EC 3.2.1.45), N-acetil-f-
D-Glicohexosaminidases (EC 3.2.1.52) entre outras. Sua classificacdo é baseada em
similaridades das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dos genes correspondentes.
Possuem poucas estruturas de B-Glicosidases (BGLS) resolvidas e essas utilizam um
Aspartato no ataque nucleofilico e um Glutamato como préton doador conforme descrito no
http://www.cazy.org/GH3.html.

As BGLs EC 3.2.1.21 pertencentes a familia GH3 realizam uma serie de funcdes,
incluindo a degradacdo da biomassa celuldsica, remodelacdo da parede celular de plantas e
bactérias, metabolismo energético e na defesa de patdgenos. Existem varias enzimas desta
familia caracterizada bifuncionais, com atividade tanto de a-L-Arabinofuranosidase e B-D-
Xilosidase (LEE et al., 2003).

1.11 Aplicagdes biotecnoldgicas das enzimas do complexo xilanolitico e glicosidases

Os biopolimeros predominantes em materiais lignocelulésicos podem ser obtidos por
processos quimicos e biotecnoldgicos. Os processos biotecnoldgicos abordam a utilizagdo de
enzimas e sdo mais vantajosos em funcdo da alta especificidade, eficiéncia, seguranca e
reducdo de custos quando comparado aos metodos fisicos e quimicos tradicionais (YOON et
al., 2006).

Desta forma, a conversdo do xilano em monossacarideos pode ser realizada pela
hidrolise acida ou enzimatica. No entanto, o primeiro libera residuos tdxicos que podem
comprometer a subsequente fermentacdo microbiana, formando frequentemente subprodutos
indesejaveis como furfural, hidroximetilfurfural, além de outros produtos inibidores da
fermentagdo. Também exige altos investimentos operacionais e pode levar a ocorréncia de

corrosdo e problemas ambientais (LAUDISCH, 1979). Desta maneira, a hidrolise enzimatica
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€ um processo mais especifico que pode ser conduzido sob condi¢bes brandas, embora
também haja a formagdo de compostos inibidores, além do grande desafio de se selecionar e
otimizar as enzimas mais resistentes aos diferentes inibidores (BIELY, 1985).

A prospeccdo de novos microrganismos produtores de enzimas do complexo
xilanolitico constitui uma etapa importante em processos biotecnoldgicos, nos quais estas
enzimas podem ser empregadas. Enzimas que degradam o xilano sdo utilizadas em diversas
aplicacdes biotecnoldgicas e as preparagdes comerciais de enzimas Xilanoliticas sdo obtidas
em escala industrial principalmente de fungos do género Aspergillus e Trichoderma
(HALTRICH et al., 1996; POLIZELI et al., 2005).

Muito interesse tem sido dispensado a bioconversdao de recursos renovaveis em
produtos economicamente importantes. A producédo de bioetanol a partir das pentoses, como a
xilose; e das hexoses, como a glicose, vem sendo amplamente estudado (SAHA, 2003a;
KATAHIRA et al., 2004). Dentre os acUcares utilizados para a producdo de etanol, a xilose
representa de 5 a 20%. Alem disso, a xilose também vem sendo utilizada por microrganismos
para a producdo do xilitol utilizado na industria alimenticia, um poli-alcool com poder
adocante semelhante ao da sacarose (PARAJO et al., 1998; SAHA, 2003a). Alguns
microrganismos possuem a capacidade de converter a xilose em etanol por fermentacdo, como
a Pichia stipites e Candida shehatae (SCREENATH & JEFRIES, 2000).

Os XOS sdo oligbmeros de actcar formados por unidades de xilose, com diferentes
graus de polimerizacdo e aparecem naturalmente em frutos, vegetais, leite e mel. Sua
producdo industrial e obtida através dos materiais lignocelulésicos, obtidos por meio da
hidrélise acida ou enziméatica. Normalmente, os materiais tipicos para a producdo de XOS sédo
provenientes de uma base rica em xilano, com algumas cadeias heterociclicas de éter,
devendo ser hidrolisada para gerar compostos degradados de cadeia longa (ENEYSKAYA et
al., 2007). Para a producdo dos XOS por enzimas sdo necessarios complexos enzimaticos
contendo Xilanases e/ou B-Xilosidases. Estas enzimas podem ser adicionadas diretamente a
reacao, imobilizadas ou produzidas in situ por microrganismos (BEG et al., 2001; LEMBO et
al., 2001; XIONG et al., 2004; YOON et al., 2006). Através destes métodos, as cadeias de
XOS podem ser produzidas, sendo preferiveis para o uso em alimentos as cadeias que
contenham entre 2 a 4 residuos de xilose (van LOO et al., 1999).

Atualmente, os XOS sdo bastante utilizados como adogante ou como aditivos na
industria de alimentos, mas também podem ser empregados na industria farmacéutica
(YAMADA et al.,, 1993). Observou-se que a suplementagdo de XOS na dieta de ratos

diabéticos foi capaz de reduzir a concentracdo de agucares e lipideos no sangue destes animais
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(IMAIZUMI et al., 1991). Em relacdo a saude humana, XOS sdo considerados pré-bioticos,
uma vez que favorecem seletivamente o crescimento de pro-bidticos como os Lactobacillus
sp e Bifidobacterium bifidum, promovendo uma série de beneficios, como a reducdo da
constipacdo intestinal, o favorecimento da digestdo e a absorcdo de nutrientes. Em adicéo,
auxiliam na prevengdo de infecgbes gastrintestinais, inibindo o crescimento de
microrganismos patogénicos (GIBSON, 2004).

Em todo o planeta existe uma grande preocupacdo com a qualidade de vida e a saude
humana, aumentando assim os cuidados com os alimentos consumidos. Desde entdo, percebe-
se 0 crescente interesse nos alimentos que apresentam componentes ou substancias
funcionais, ou seja, aqueles que auxiliam ou modulam o bom funcionamento do organismo,
de modo a promover a saude. Estes componentes ou substancias podem estar presentes
naturalmente nos alimentos ou podem ser adicionados aos produtos industrializados. Os XOS
possuem a vantagem de serem obtidos através de fontes altamente disponiveis e de baixo
custo, como dos residuos florestais e agroindustriais. Também tem a vantagem de possuirem
propriedades pré-bioticas semelhantes ou superiores aos demais compostos, como os fruto-
oligossacarideos (FOS) e os isomalto-oligossacarideos (I0S) (MENEZES & DURRANT,
2009).

Em outro contexto, as enzimas do complexo xilanolitico estdo sendo utilizadas em
diversos processos da industria do papel e celulose (BIELY, 1985; VIIKARI et al., 1994;
PRADE, 1996; SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997; HAARHOFF et al., 1999; MEDEIROS et
al., 2003; POLIZELLI et al., 2005). A realizacdo do pré-tratamento com enzimas do complexo
xilanolitico diminui o consumo de produtos quimicos, principalmente o cloro e o 6xido de
cloro. Viikari et al. (1994), foi o primeiro a demonstrar que os tratamentos da polpa de papel
com hemicelulases podem substituir a necessidade de cloro para o seu branqueamento, sendo
gue outros pesquisadores também confirmaram esse resultado. O branqueamento enzimatico
resulta da clivagem das ligacdes entre lignina e os carboidratos da estrutura da polpa
(KULKARNI et al., 1999). Este processo de pré-branqueamento reduziu o uso de compostos
clorados em até 30% e como resultado houve a diminuicdo de 15 a 20% na liberagdo de
organoclorados nos efluentes da industria de papel, composto altamente toxico para o
ambiente (VIIKARI et al., 1994; SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997). No entanto, deve-se
ressaltar que para uma maior eficiéncia e especificidade da aplicacdo das enzimas
xilanoliticas, deve-se trabalhar com extratos resistentes a alcalinidade e a altas temperaturas, e
totalmente livres de celulases (KULKARNI et al., 1999).
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A aplicacdo deste grupo de enzimas na ragdo animal também é muito frequente,
devido ao custo cada vez maior das matérias-primas tradicionais, assim justifica-se a busca de
ingredientes alternativos (AHUJA et al., 2004). O uso de enzimas exdgenas para reduzir o0s
custos das racOes animais, representa uma das alternativas mais versateis para auxiliar na
melhor rentabilidade neste setor. As enzimas xilanoliticas sdo capazes de hidrolisar as
hemiceluloses presentes nos cereais como o trigo e o milho, facilitando a digestdo de todos os
nutrientes presentes e reduzindo a excrecdo de estrume, nitrogénio e fésforo (REIS et al.,
2001).

Os animais denominados monogastricos, ndo produzem enzimas capazes de degradar
os polissacarideos estruturais que compdem a parede celular de plantas, como o xilano e a
celulose. Com isso, eles possuem um menor aproveitamento dos alimentos a base de cereais.
Estas enzimas, muitas vezes produzidas por microrganismos presentes no intestino, aumentam
a energia metabolizavel e diminuem a viscosidade dos alimentos, favorecendo o ganho de
peso desses animais (REIS et al., 2001; CONTE et al., 2003; POLIZELI et al., 2005).

Na industria de alimentos, a combinacdo de pectinases, celulases e hemicelulases,
chamadas coletivamente de enzimas de maceracdo, sdo usadas na extracdo e clarificacdo de
sucos de fruta, apresentando vantagens sob os aspectos de rendimento, operacionalidade e
qualidade do produto final (BIELY, 18985; BHAT, 2000, BEG et al., 2001; POLIZELI et al.,
2005).

As Xilanases e pB-Xilosidases sdo utilizadas em aplicagdo conjunta com outros
polissacarideos nas vinicolas. Elas reduzem a concentracdo de B-glicanas que aumentam a
viscosidade dos mostos e prejudicam a etapa de filtragdo, realizada para a clarificagdo de
vinhos. E as B-Glicosidases realizam a liberacdo de aromas no vinho (da SILVA, 1997).

As B-Glicosidases vem sendo utilizadas na industria de alimento devido sua
capacidade de realcar o sabor dos alimentos e bebidas, além de promover uma melhora
nutricional dos alimentos. Elas realizam a liberagdo de vitaminas e antioxidantes,
potencializando o seu aproveitamento para a saide (DOUGHERTY et al., 2012).

Algumas vitaminas sdo encontradas nos vegetais em forma glicosidica e quando
convertida em angliconas pelas B-Glicosidases, melhoram a disponibilidade nutricional. Além
disso, centenas de compostos flavorizantes de plantas tem estrutura B-Glicosidica. A
transformacdo desses compostos em bebidas e alimentos tem a qualidade enriquecida pela
acdo das pB-Glicosidases, aumentando a qualidade sensorial destes alimentos tratados
(CAIRNS & ESEN, 2010).
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Na fabricacdo de cervejas ocorre a liberagdo de longas cadeias de arabinoxilanos dos
cereais, que aumentam a viscosidade das cervejas, podendo deixa-las turvas. As Xilanases, -
Xilosidases e Arabinofuranosidases auxiliam na solubilizacdo dos arabinoxilanos, produzindo
oligossacarideos menores, diminuindo sua viscosidade e eliminando a turbidez da cerveja
(van der BROECK et al., 1990; KULKARNI et al., 1999).

As enzimas xilanoliticas citadas acima que solubilizam os arabinoxilanos, também séo
usadas na panificacdo, sendo aplicadas sobre a farinha de trigo, a qual é constituida por 2 a 3
% de arabinoxilanos. Estes arabinoxilanos absorvem cerca de 1/3 de agua adicionada na
massa, 0 que impede o desenvolvimento do glaten, reduz o volume do péo e prejudica sua
textura. Assim, a aplicacdo de uma mistura de enzimas xilanoliticas na farinha, leva a
liberacdo da agua retida nos arabinoxilanos, melhorando o manuseio da massa e permitindo a
obtencdo de um produto final com maior volume e melhor estrutura de miolo, além de
aumentar significativamente o tempo de prateleira destas massas panificadas. Ainda, o
emprego destas enzimas podem efetivamente substituir os aditivos utilizados na panificagéo
como emulsificantes, oxidantes, malte de cevada ou de trigo. Na Europa, o uso de brometo de
potassio na massa do pdo e de dioxido de enxofre na massa do biscoito foi vetado. Em
substituicdo a esses compostos sdo aplicadas as hemicelulases (KULKARNI et al., 1999;
CAMACHO & AGUIAR, 2003).

Além disso, estas enzimas em conjunto com Celulases (EC 3.2.1.4) e/ou Pectinases
(EC 3.2.1.15) podem ser utilizadas na maceracédo de tecidos e no processo de fibras vegetais,
liguefacdo da mucilagem do café, extracdo de condimentos e pigmentos, éleos vegetais e
amido (BIELY, 1985; WONG et al., 1988; PRADE et al., 1996; KULKARNI et al., 1999;
COLLINS et al., 2005). Estas enzimas também podem ser usadas na industria de detergentes e
na producdo de polissacarideos farmacologicamente ativos que atuem como agentes
antimicrobianos (COLLINS et al., 2005).

1.12 O modelo de estudo Caulobacter crescentus

A Caulobacter crescentus € membro da subdivisdo alfa das Proteobactérias, filo
composto por bactérias Gram-negativas, cresce em ambientes aquaticos e € de vida livre.
Apresenta um ciclo celular caracterizado por divisdo assimétrica e passa por eventos de
diferenciacdo celular (BROWN et al., 2008). Em func&o de seu ciclo de vida caracteristico, C.

crescentus tem sido amplamente utilizada como um microrganismo modelo de estudo do
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controle do ciclo celular. Apresenta duas células filhas diferenciadas, sendo uma delas de
forma livre flagelada e outra imével pedunculada, cada uma com caracteristicas morfoldgicas
e de regulacdo distintas. O ciclo de vida completo da bactéria dura 3 horas, e nas atividades
experimentais € comum encontrar uma cultura mista, ou seja, contendo, células flageladas
maveis, pedunculadas imoveis e pré-divisionais (Figura 4) (CURTIS & BRUN, 2010).

Além disso, a sua utilizagdo em estudos de manipulacdo genética é possivel devido o
desenvolvimento de ferramentas moleculares, pois a mesma apresenta Seu genoma
completamente sequenciado (NIERMAN et al., 2001; MARKS et al., 2010). O ciclo celular
de C. crescentus é completado em aproximadamente 3 horas a 30°C em um meio definido
(McADAMS & SHAPIRO, 2009).

O genoma da C. crescentus cepa NA1000, adotada como modelo de estudo em muitos
experimentos no nosso laboratério, foi sequenciado completamente por Marks et al. (2010) e
¢ composto por 4.016.942 pares de bases, disposto em um Unico cromossomo circular,
abrangendo 3.767 genes. Estas informagdes foram depositadas no banco de dados de
sequéncias de DNA e de aminoacidos, GenBank, do Centro Nacional de Informacéo
Biotecnoldgica dos EUA (NCBI). As caracteristicas de sua linhagem sdo Proteobactéria,
Alphaproteobactéria, Caulobacterales, Caulobacteraceae, Caulobacter, Caulobacter

crescentus.

)
/
.
1 (
\._\__ \
)
inicio da
replicagéo
Célula Estagio de Célula Estaglo Células
Flagelada diferenciagao Talo pré-divisional Filhas

Figura 4 — O ciclo celular de Caulobacter crescentus mostrando duas células filhas, uma com
talo e a outra com flagelo, sendo diferentes em estrutura e fungdes. A célula flagelada é
movel, porém incapaz de replicar o DNA. A célula talo ou pedunculada é imdvel, no entanto
capaz de replicar o DNA (modificado de CURTIS & BRUN, 2010).
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As bactérias do género das Caulobacter podem ser encontradas em laminas imersas
em de agua doce, sendo encontradas até mesmo em agua corrente da torneira. Ainda pode ser
encontrada em qualquer época do ano e em solos neutros ou ligeiramente acidos; com alto
teor de umidade e baixo conteudo organico. Estas bactérias também podem ser encontradas na
agua do mar, porém nao ha relatado nenhum tipo de halofilica. Em &guas ndo perturbadas,
esta bactéria representa um dos principais componentes do biofilme que forma a interface
agua-atmosfera. Outra caracteristica peculiar deste género é a sobrevivéncia em ambientes
oligotroficos, onde as mesmas participam da reciclagem do carbono, decompondo fontes
destes elementos em baixas concentragcdes. Em geral, sdo encontradas em ambientes pobres
em nutrientes e com pH préximo a neutralidade (POINDEXTER, 1981)

As células de Caulobacter estdo equipadas com sensores ambientais e vias
metabolicas que sdo adequadas para explorar metabolitos provenientes da decomposicédo de
matéria vegetal. Evidéncias apontam que se a concentracdo de nutrientes no meio for elevada,
ocorre a inibicdo do seu crescimento, pois gera a inibicdo de enzimas ligadas ao transporte
ativo de substancias. Isto caracteriza a Caulobacter como uma bactéria com importante
adaptacdo de sobrevivéncia em condi¢bes oligotréficas, devido a capacidade de crescer
lentamente sob baixa condigdo nutricional e de parar a progressdo do ciclo celular em
condicéo limitante de fonte carbono e nitrogénio (LAUB et al., 2007).

Trabalhos experimentais apontam a C. crescentus como uma bactéria promissora para
exploracdo biotecnolégica (ALIPOUR-ASSIABI et al., 2006), por apresentar enzimas
envolvidas com o metabolismo de materiais lignoceluldsico (McCADAMS & SHAPIRO,
2009). A C. crescentus é capaz de degradar uma variedade de compostos aromaticos
incluindo o benzoato, fenol e p-hidroxibenzoato (CHATTERJEE & CHATTERJEE, 1987) e
compostos toxicos como policlorofenol (MANNISTO et al., 1999). Dados tém mostrado que
ela é tolerante ao uranio, por um mecanismo de acdo que leva a formacdo de precipitados de
fosfato-uranio-calcio no meio extracelular (HU et al., 2005). Essa bactéria ja demonstrou ser
capaz de remover aproximadamente 99% do composto toxico de cadmio de aguas
contaminadas (PATEL et al., 2010). Em adicdo a estas propriedades, a C. crescentus tem a
capacidade de formar biofilmes de alta densidade e uma biocola muito potente. Os biofilmes
tém potenciais usos em biorreatores e processos de biorremediacdes de ambientes
contaminados (SMIT et al., 2000). A biocola demonstra que esta bactéria & promissora na area
médica, para o uso de adesivos cirdrgicos biodegradaveis, para fechar ferimentos ou como

cola dental. Porém tem-se tido problemas na sua extragdo (TSANG et al., 2006).
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Apos 0 sequenciamento de seu genoma, a C. crescentus apresentou um inesperado
potencial para a degradacdo de materiais lignoceluldsicos. Os genes envolvidos com a
degradacdo codificam um conjunto de enzimas como: Celulases (endo-1,4-Glucanases e [-
Glicosidases), 3 endo-pB-Xilanases e 5 B-Xilosidases. Dentre esta Gltima, trés bifuncionais,
duas com funcGes de a-L-Arabinofuranosidase e uma p-Glicosidase (MARKS et al., 2010).

Os principais produtos monoméricos formados pela degradacdo dos materiais
lignoceluldsicos por estas enzimas sdo glicose (a partir da celulose) e a xilose (a partir do
xilano). O mecanismo de assimilacdo do mondmero de xilose na bactéria aquatica C.
crescentus é desconhecido. A via bacteriana mais conhecida para o catabolismo da xilose é a
que envolve a isomerizacdo de xilulose, seguida pela fosforilacdo de xilulose-5-fosfato e a sua
entrada na via das pentoses, via ausente em representantes do género Caulobacter. Estes
eventos sdo inoperantes devido a auséncia dos genes homologos para as enzimas xilose
isomerase e Xilulose quinase no genoma bacteriano (HOTTES et al., 2004). A atividade de
uma xilose desidrogenase dependente de NADP j& foi descrita em C. crescentus
(POINDEXTER, 1964), mas o gene que codifica esta enzima, bem como a via catabdlica da

xilose da qual ela participa sdo ainda desconhecidos.

1.13 Métodos para expressdo de proteinas recombinantes

O entendimento do dogma central da Biologia Molecular é essencial para a producéo
de proteinas recombinantes, uma vez que este compreende 0s trés processos principais que a
célula utiliza para que a informacdo genética seja expressa: replicacdo, transcricao e traducéao
(Figura 5) (LEHNINGER, 1985).

Expressdo heter6loga de proteina significa que uma proteina é experimentalmente
colocada em uma célula que nomalmente ndo a expressa. A expresséo de proteinas funcionais
em hospedeiros heter6logos é um desafio da biotecnologia. A utilizacdo de microrganismos
geneticamente modificados, capazs de sintetizar proteinas em grande quantidade, apresenta
para ponto de vista econdmico, uma vantagem considerdvel em relacdo aos processos
classicos de producéo (JUTURU & WU, 2014).
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Replicagao — Copias idénticas do DNA parental

Transcrigdo — Parte da mensagem genética copiada em RNA

Tradugao — Mensagem genética traduzida em proteina

Figura 5 — Dogma central da Biologia Molecular. Mostram 0s trés processos principais que a
célula utiliza para que a mensagem genética seja expressa (adaptado de LEHNINGER, 1985).

Desde o advento da tecnologia do DNA recombinante (rDNA), os pesquisadores tém
transformado a E. coli no principal hospedeiro da Biologia Molecular para a expressdo de
proteinas recombinantes em grandes quantidades (JUTURU & WU, 2014). Mas o sistema de
expressdo de proteinas heterdlogas adequado depende de qual proteina deseja-se produzir.

A produgdo de proteinas em E. coli geneticamente engenheiradas tem permitido a
obtencdo destas moléculas para a caracterizacdo bioquimica, determinacdo da sua estrutura
tridimensional, producéo de anticorpos, entre outros (RUCKER et al., 2001). Em adicéo, a
expressdo de proteinas recombinantes fusionadas a cauda de histidina (His Tag) tem
possibilitado a obtencdo de proteinas com grau de pureza adequado para 0S ensaios
cristalogréaficos, necesséarios para a compreensdao da estrutura e funcdo da proteina alvo
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Embora a clonagem do DNA seja relativamente facil, a expressdo dos genes clonados
ainda € uma tarefa muito ardua. Infelizmente as explicagdes ndo sdo totalmente

compreendidas, geralmente as proteinas recombinantes expressas em E. coli geram agregados
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insollveis, denominados corpos de inclusdo, ou sdo prematuramente degradas ou
desnaturadas (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Os estudos dos genes e das proteinas por ele expressas, tém sido favorecidos pelos
procedimentos que alteram a permeabilidade celular do hospedeiro, para que o DNA de
interesse seja introduzido e ocorra a clonagem. Por estes procedimentos é possivel introduzir
plasmideos carregando genes alterados ou selvagens, dos organismos que se desejam estudar,
e gque expressam as proteinas recombinantes (CHEN & DUBNAU, 2004). Estas proteinas
recebem grande atencdo das areas medicas e biotecnoldgicas. Os primeiros produtos
oferecidos no mercado mundial a partir da tecnologia do rDNA foram o0s produtos
farmacéuticos (insulina, interferons, eritropoietina e vacinas de DNA) e enzimas industriais
(para o beneficiamento de alimentos, fabricacdo de detergentes e papel) (PORRO et al.,
2005).

Para expressdo de uma proteina recombinante, recomenda-se que primeiro o gene de
interesse seja clonado em um vetor de clonagem, sua identidade confirmada e em seguida,
seja realizada a subclonagem em um vetor de expressdo apropriado (PASSAGLIA & ZAHA,
1996).

A verificacdo da producdo da proteina recombinante é feita através da eletroforese, um
dos métodos mais empregados para a separagdo e andlise qualitativa de moléculas. O gel mais
comum para proteinas é o SDS-PAGE, composto por polimeros intercalados de acrilamida e
bis-acrilamida para formar uma fina malha cruzada (LAEMMLI, 1970). Como as cargas das
proteinas estdo igualmente negativas por acdo do detergente SDS, as proteinas sdo separadas
pelo peso molecular. Assim as moléculas pépticas menores atravessam a malha mais
rapidamente que as de maior tamanho, em direcdo ao polo positivo do campo elétrico.

Para ter aplicabilidade na industria, as BGLs e as outras enzimas requerem a producéo
em larga escala, bem como o conhecimento detalhado de seus mecanismos de reagdo
(BHATIA et al., 2002). Por esta razdo, a clonagem molecular de genes codificantes para
BGLs tem sido estudada (SPIRIDONOV & WILSON, 2001; BHATIA et al., 2002; JANG &
CHEN, 2003), ndo representando apenas uma poderosa ferramenta para a producdo de
proteinas em grande escala, mas também oferecendo a possibilidade da aplicagdo de métodos
de engenharia de proteinas na analise da atividade enzimatica e no melhoramento de suas
funcbes (LI & LEE, 1999).

27



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar o gene xynB5 (nUmero de acesso:
CCNA 03149) de Caulobacter crescentus, purificar o seu produto -Glicosidase/p-Xilosidase

V para posterior caracterizacao bioquimica.

2.2 Objetivos Especificos

1 — Extrair o DNA gendmico de C. crescentus e amplificar o gene xynB5 usando
oligonucleotideos especificos, desenhados com base no genoma bacteriano;

2 — Clonar o gene xynB5 em um vetor de clonagem pJET1.2/blunt e confirmar a identidade do
gene por sequenciamento de DNA. Subclonar o gene xynB5 em um vetor de expressdo
pTrcHisA, para obter uma proteina recombinante e reconfirmar a integridade da clonagem por
sequenciamento de DNA;

3 — Expressar e purificar a proteina recombinante por cromatografia de afinidade, utilizando
uma coluna cromatogréfica de niquel-sepharose;

4 — Verificar expressdo e purificacdo da proteina recombinante em gel desnaturante de
poliacrilamida;

5 — Paralelamente, testar e caracterizar as atividades enzimaticas desta proteina purificada,

usando substratos especificos para B-Xilosidase, B-Glicosidase e a-L-Arabinofuranosidase.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas e plasmideos

As linhagens bacterianas de C. crescentus e E. coli utilizadas no presente trabalho

estdo listadas na Tabela 2. Os plasmideos utilizados estéo listados na Tabela 3.

Tabela 2 — Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho.

. FONTE OU
LINHAGENS CARACTERISTICAS .
REFERENCIA
Linhagem sincronizavel utilizada como |EVINGER &

C. crescentus NA1000

padréo, derivado da cepa selvagem CB15

AGABIAN, 1997

E. coli TOP10

lacZAM15 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC)
80lacZM15 lacX74 recAl aral39 (ara-
leu)7697 galU galK rpsL (StrY) endAl
nupG

Invitrogen®

E. coli pJET1.2-xynB5

Cepa TOP10 contendo o gene xynB5
clonado no vetor pJET1.2

Este trabalho

E. coli pTrcHisA-xynB5

Cepa TOP10 contendo o gene xynB5
clonado no vetor de expressédo pTrcHisA

Este trabalho

Tabela 3 — Plasmideos utilizados neste trabalho.

. FONTE OU
LINHAGENS CARACTERISTICAS R
REFERENCIA
_ Vetor de clonagem, pMB1, Amp~,
pJET1.2/blunt (Figura 6) Thermo®
eco47IR, Plac UV5, T7, MSC
Vetor de expressdo, fornece uma fuséo
com His-tag na extremidade amino- .
pTrcHisA (Figura 7) g Invitrogen®

terminal

Amp~: marca de resisténcia a Ampicilina.
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103 120 Enzymes which cut pJET1.2 DNA once:
Drdl 1204 2080
120 624
284 [ 343
BwCl 77 a7g
Bradl 1588 761
Ecgl 11 BOZ
Emrl 2040 TR
B4 2108 [ 408
58 Mmeddl 2ig
BwCl 717 Ti7 o 328
) . Bsakl 955 2215
! Y * a7 2500
Mmedll 2118 bk Bipl* A08 1406
: 219 Papxl* 351
2075 2362
2474 M7
Bl 2 Rz 14490 2473
: * a8 Faul 451
Faul 951 a2 M73
. = [ 369 [ 3T
fisarl 955 * 329 * 352
oro " 152
Beafl 1588 i 720 *_ MCS
1513 1406 103
Multiple Cloning Site
pJET1_2 forward sequencing primer, 23-mer
TF promater TF transcription stat 328 Papil
§' = GGEC GTA ATA CCA CTC ACT ATA'GOC ASA GCG GOC GCC AGA TCT TCC GGA TGGE CTC GAG TTT TTC AGC
3" = COG CAT TAT GCT GAG TGA TAT COC TCT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT ACC GAG CTC AAR AAGC TCG
Als T T Ser Glu Sar Tyr Pro  Ser Amg Gly Gly Ser  Am Gly Ser Pro Glu Leu Lys Glu Ala
Bigl
422
AAG ATA TCT TTC TAG AAG ATG TCC TAC AAT ATT CTC AGC TGO CAT GGA ARA TOG ATG TIC TTC T - 37
TTC TAT RGA ARG ATC TTC TAG AGG ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AMRG ARG A - &5
Lew Tyr Amg Glu L Leu hsp (B Val L= hsn Gy Ala Ala Met Sar  Phe  Arg His Gy Gy
pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Figura 6 — Mapa fisico e de restricdo do vetor de clonagem pJET1.2/blunt (Fermentas®). O
plasmideo apresenta 2.974 pares de bases e contém varios elementos como a regido de inicio
de replicacdo a partir do rep (pMB1); gene bla (Amp~) que codifica p-Lactamase que confere
resisténcia a ampicilina a bactéria hospedeira; PlacUV5, promotor modificado de Plac para
expressdo do gene em um nivel suficiente para permitir selecdo positiva; promotor T7
altamente especifico para T7 RNA polimerase para transcricdo do promotor in vitro do inserto
clonado; MCS, Multiplo Sitio de Clonagem com regido a para a inser¢do e excisdo do
fragmento clonado e um sitio blunt (ndo coesivo) para a ligacdo do fragmento de PCR.
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©
A -3 o
I=_ —II_:
— EaZ L‘D'E
5B 888
§ % Eﬁmmémmt

Xpress™

ATG 6xHis Zbress

EK MCS

pTrcHis

A,B,C
4.4 kb

Sph1

Comments for pTrcHis B:
4404 nucleotides

pTrcHis forward primer

Mini eistron

RBS ‘ } \

361 AARAATTARAAG AGGTATATAT TA ATG TAT CGA TTA AAT AAG GAG GAAR TAA ACC
Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu ***

Polyhistidine (6xHis) region

T 1 I
413 ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
Met Gly Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

gene 10 leader Xpress™ Epitope EK recognition seguence " EK cleavage sl
1 r JI
461 GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG ACT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT
Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Thr Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys Asp

BamH 1 XhoISacl Bglll Pst Kpnl EcoR1 BsB1
f [ | I | ¥ P
509 CGA TGG GGA TCC GAG CTC GAG ATC TGC AGC TGG TAC CAT ATG GGA ATT
Arg Trp Gly Ser Glu Leu Glu Ile Cys Ser Trp Tyr His Met Gly Ile

Hi'nld i

557 CGA AGC TTG GCT GTT TTE GCE GAT GAG AGR AGA TTT TCA GCC TGA
Arg Ser Leu Ala Val Leu Ala Asp Glu Arg Arg Phe Ser Ala ***

Figura 7 — Mapa fisico (A) e de restrigdo (B) do vetor de expressdo pTrcHisA (Invitrogen®).
O plasmideo apresenta 4.400 pares de bases e 0 gene xynB5 foi clonado dentro do quadro de
leitura com a cauda de histidinas presente na extremidade amino-terminal do vetor pTrcHisA
usando-se os sitios de restricdo EcoRI/Hindlll, o quais foram originalmente introduzidos nos
oligonucleotideos direto e reverso usados para isolar o gene por PCR, respectivamente.
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3.2 Meios e Condicdes de cultivo

As culturas de E.coli, cepa TOP10, foram crescidas em meio liquido de LB (bacto-
triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, pH 7,5) a 37°C; e em meio solido de LB
agar (LB mais agar bacterioldgico 1,5%).

As culturas estoque de C. crescentus, cepa NA1000, foram crescidas em meio liquido
de PYE (bacto-peptona 0,2%, extrato de levedo 0,1%, MgSO, 0,2 ¢g/L, CaCl, 0,5 mM) a
30°C; e em meio sélido de PYE agar (PYE mais agar bacteriolégico 1,5%).

As culturas estoques das bactérias deste trabalho foram mantidas em glicerol 50% a -
80°C. O antibidtico Ampicilina 10 mg/mL (Sigma®) foi usado como marca de sele¢do dos
plasmideos pJET1.2/blunt e pTrcHisA.

3.3 Oligonucleotideos

Os pares de oligonucleotideos usados para obtencdo do gene xynB5 que codifica para
uma enzima B-Glicosidase/B-Xilosidase de C. crescentus NA1000 foram desenhados com
base no genoma da bactéria disponivel no GenBank (nimero de acesso: CCNA 03149) e
estdo mostrados na Tabela 4. Os dados do sequenciamento completo sédo de consulta livre
através do NCBI no dominio publico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome. Este gene com

2.421 pares se base codifica para uma proteina predita denominada B-Glicosidase/p-
Xilosidase, que codificam 806 aminoacidos, formando uma estrutura enzimatica esperada de
aproximadamente 95 kDa. Durante o desenvolvimento da pesquisa, este gene foi nomeado
como xynB5. Os oligonucleotideos foram sintetizados pela empresa Bioneer-AccuOligo® e

foram diluidos em 100 pL de agua Mili Q esteril, ficando na concentracdo de 1 pM/pL.

Tabela 4 — Sequéncia de oligonucleotideos do gene xynB5.

» Nome do - . o
Regidodo gene | ] Sitio de restricdo e sequéncia
oligonucleotideo

xynB-leu-F EcoRI-leu (5" aagaattctgaacaccaccctcaceege 3”)

XynBs XynB5-stop-R Hindlll-stop(5” tataagcttttaagcgaccgtcagegt 3°)

Os sitios de restricdo EcoRI e Hindll estdo em negrito e sublinhados.
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3.4 Extracao e Clonagem do gene xynB5

3.4.1 Extracdo do DNA gendmico de C. crescentus

A purificagdo do DNA bacteriano de C. crescentus foi realizada através do isolamento
de DNA genbmico pela técnica descrita por Chen e Kuo (1993), conforme protocolo a seguir.
Este DNA gendmico foi utilizado como molde na reacdo de amplificacdo do gene xynB5.

As culturas bacterianas foram crescidas em 2,0 mL de meio PYE liquido sob agitacao
de 120 rpm por 12 horas a 30° C. No dia seguinte, a cultura foi centrifugadas a 12.000 x g por
10 minutos em temperatura ambiente (TA) e descartou-se o sobrenadante. O precipitado foi
ressuspenso em 200 uL de tampdo de lise contendo Tris-acetato 40 mM em pH 7,8; NaOAc
20 mM; EDTA 1 mM e SDS 1%. Na suspensdo foi adicionada 66 uL. de NaCl 5 M, seguida
de uma centrifugacgéo a 12.000 x g por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi transferido para
um novo micro-tubo e adicionado 250 pL de Cloroférmio e Alcool Isoamilico como agente
de desnaturacdo protéica, na propor¢édo 24:1.

O material foi homogeneizado e centrifugado a 12.000 x g por 3 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi novamente transferido para um novo micro-tubo e adicionado 2X o volume
recuperado de Etanol 100% gelado. Foi deixado precipitar no freezer durante 12 horas a - 4°
C. O passo seguinte seguiu-se com a centrifugacdo da amostra a 12.000 x g por 15 minutos a
4° C e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 500 pL de Etanol 70% gelado, seguido de
centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4° C. Descartou-se com cuidado o sobrenadante e
a amostra foi seca em estufa por 2 horas a 37° C. Apo6s este periodo, o tubo contendo o
precipitado de DNA gendmico foi ressuspenso em 50 puL de TE/RNase. A amostra foi

armazenada a uma temperatura de - 20° C até 0 momento de uso.

3.4.2 Reacao de amplificacdo do gene xynB5

A amplificacdo do gene xynB5 foi realizada pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), na qual a solucdo foi preparada para um volume final de 50 pL usando a
enzima Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) e o termociclador PCR — Mastercycler
Gradiente (Eppendorf®). O protocolo utilizado para reacdo de amplificacdo esta descrito na
Tabela 5.
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A reacdo iniciou-se com a desnaturacdo do molde de DNA a 94° C por 30 segundos, 0
segundo passo foi o anelamento dos oligonucleotideos a 55° C por 30 segundos e ap0s
seguiu-se a extensdo da fita molde a 68° C por 2 minutos. Estes passos foram realizados 35
vezes para obter-se 0 DNA amplificado. Apds os ciclos, a reacdo permaneceu a 68° C por 10
minutos e foi mantida a - 20° C até o uso. Posteriormente, foi realizada a quantificacdo do
DNA amplificado através do método espectrofotométrico a 260 nm e a aplicacdo em gel de

agarose 1% para confirmacéo do produto de PCR gerado.

Tabela 5 — Protocolo da reacdo de amplificacdo para o gene xynB5.

REAGENTES QUANTIDADE
DNA genbémico de C. crescentus 1ul
Tampéo da reacdo 2X (Invitrogen®) 25 ulL
Oligonucleotideo xynB5-leu (1 pM/uL) 1ul
Oligonucleotideo xynB5-stop (1 pM/uL) 1ul
DMSO 5uL
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen®) 1uL
Agua Milli Q estéril (Fermantas®) 16 uL
Volume total 50 uL

3.4.3 Visualizacéo e confirmacéo da amplificacio

Uma aliquota de 5 uL do produto de PCR foi submetida a eletroforese preparativa no
sistema Power Pac 200 (Bio Rad®), em gel de agarose 1% (Sigma®) e com tampdo de
corrida TAE 1X (242 g Tris-base; 57,1 mL Acido acético glacial; 100 mL EDTA 0,5 M em
pH 8,0; para 1000 mL de &gua destilada, para 0 TAE 50X). Aplicou-se junto com o produto
de PCR, o tampao de amostra GLB (sacarose 40%, azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol
0,25%) na concentracdo de 10% do volume final. A corrida eletroforética se deu em uma
corrente elétrica de 100 V e 2,0 mA durante 1 hora para géis médios (40 mL) e 2 horas para
géis grandes (40 mL). O gel foi corado com Brometo de Etidio (EtBr) 10 mg/mL. O marcador
de peso molecular utilizado foi o 1 kb DNA ladder Plus (Invitrogen®) e o0 DNA visualizado

no transiluminador na luz ultravioleta (UV).
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3.4.4 Construcao dos vetores e das linhagens bacterianas

3.4.4.1 Vetor de clonagem

O plasmideo pJET1.2/blunt (Thermo®) utilizado como vetor de clonagem, foi
adquirido linearizado e apresenta 2.974 pares de base, segundo determinacdes do fabricante
do CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo®). O pJET1.2/blunt permite uma rapida clonagem e

reproducédo dos fragmentos inseridos conforme abordado na Figura 4 desta secéo.

3.4.4.2 Reacdo de ligacdo do pJET1.2-xynB5

O produto final da amplificacdo do fragmento de interesse por PCR com a enzima
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) geraram extremidades coesivas. Entéo foi
necessario antes da ligac&o, torna-las blunt (ndo coesivas).

Foi realizada uma reagdo com 10 pL de tampéo de reagdo 2X Blunting reaction, 1 pL
do produto de PCR, 1 pL da enzima termoestavel DNA Blunting do CloneJET PCR Cloning
Kit (Thermo®) e 6 uL de agua livre de nuclease obtida no kit, totalizando um volume final da
reacdo de 18 uL. A reagdo foi incubada por 5 minutos a 70° C e resfriada imediatamente por
cinco minutos a 4° C no banho de gelo, para a inativacdo da enzima.

Adicionou-se 1 pL do pJET1.2/blunt Cloning vector, 0,5 uL. da T4 DNA Ligase 5
U/uL do CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo®) e incubou-se por 30 minutos a 22° C. Desta

reacdo, foi utilizado 20 uL para a transformacao.

3.4.4.3 Vetor de subclonagem

O plasmideo pTrcHisA intacto (Invitrogen®) utilizado como vetor de subclonagem,
foi linearizado pela reacdo de digestdo descrita na Tabela 6, com as enzimas de restri¢do
EcoRI e Hindlll (Invitrogen®) e incubado por 2 horas a 37° C. O plasmideo linearizado foi
quantificado através do método espectrofotométrico a 260 nm para posteriormente realizar a

reacdo de ligagéo.
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Tabela 6 — Protocolo da reacdo de digestdo para o plasmideo pTricHisA.

REAGENTES QUANTIDADE
pTricHisA intacto (Invitrogen®) 20 uL
Tampdo da enzima 1X (Invitrogen®) 8 uL
EcoRI (Invitrogen®) 1ulL
Hindlll (Invitrogen®) 1uL
Agua Milli Q estéril (Fermantas®) 50 uL
Volume total 80 uL

3.4.4.4 Reacdo de ligagdo do pTricHisA-xynB5

A ligacdo entre plasmideo e inserto foi na proporg¢do de 1:3 (50/150 ng). Para a reagdo
de ligacdo da subclonagem, foi utilizada a enzima T4 DNA Ligase 3U/mL (Promega®)
seguindo o protocolo de reacdo de ligacdo descrito na Tabela 7 e incubada a 22° C por 18

horas. Desta reacdo, foi utilizado 20 pL para a transformacéo de células E.coli competentes.

Tabela 7 — Protocolo da reacdo de ligacdo do plasmideo pTricHisA-xynB5.

REAGENTES QUANTIDADE
pTricHisA digerido EcoRI/HindllII 2 uL
Tampdo da enzima (Promega®) 2 uL
xynB5 digerido EcoRI/HindllI 0,2 uL
T4 DNA Ligase 3U/mL (Promega®) 0,5 uL
Agua Milli Q estéril (Fermantas®) 15,3 uL
Volume total 20 uL
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3.4.4.5 Preparo da célula competente de E.coli

A bactéria E.coli TOP10 teve o papel de abrigar os plasmideos clonados e
subclonados. Desta maneira foi necessario deixa-la apta para receber o plasmideo
recombinante através do tratamento quimico com cloreto de célcio 0,1 M conforme Sambrook
et al. (1989).

As células de E.coli TOP10 crescidas em meio LB agar foram inoculadas com auxilio
de uma alca de platina em 10 mL de meio LB liquido. Esta cultura cresceu com agitacdo de
120 rpm durante a noite, a 37°C. No dia seguinte foi diluido 1 mL da cultura em 30 mL do
meio LB liquido. Esta suspensdo foi incubada sob agitacdo de 120 rpm, de 2 a 3 horas a
37°C, até atingir a fase midi-log com DO entre 0,4 e 0,6 a 600 ym. Ao atingir a fase
exponencial de crescimento, células de E. coli presentes na cultura foram transferidas para um
tubo de centrifuga previamente gelado e centrifugadas a 6.000 x g por 10 minutos a 4°C.
Descartou-se o0 sobrenadante que continha o meio de cultura e ressuspendeu as células em 10
mL de CaCl, 0,1 M esteéril, deixando em repouso em banho de gelo por 10 minutos.

Centrifugou-se novamente a 6.000 x g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de CaCl, 0,1 M estéril. As células

competentes foram mantidas em banho de gelo até o seu uso, ndo excedendo 48 horas.

3.4.5 Transformacéo das células de E. coli TOP10

A partir das células de E.coli TOP10 quimicamente competentes, a transformacao foi
realizada pelo método de choque térmico, com mudancas bruscas de temperatura para alterar
a permeabilidade da membrana celular, permitindo a entrada do DNA exdgeno. Utilizou-se 20
uL da reacdo de ligacdo contendo o plasmideo com o inserto e 200 uL das células
quimicamente competentes de E.coli TOP10. Apds 15 minutos de banho de gelo, as células
foram submetidas ao choque térmico por 90 segundos a 42°C. Adicionou-se 1 mL de LB
liquido para crescimento das células sob agitacdo de 120 rpm por 1 hora a 37°C. Nesta fase,
as células bacterianas que receberam os plasmideos, expressaram o gene de resisténcia a
ampicilina. Em seguida, foram semeadas em meio LB agar contendo ampicilina (100 ug/mL),

com auxilio da alca de Drigalski.
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3.4.6 Selecdo dos transformantes

Apbs a selecdo das coldnias transformantes, estas foram inoculadas em LB liquido
com ampicilina (100 pg/mL) sob agitagdo de 120 rpm por 12 horas a 37°C. Estas células
foram recuperadas em micro-tubos e centrifugadas a 12.000 x g por 5 minutos a TA. O
sobrenadante foi descartado e as células precipitadas foram submetidas a extracdo do DNA
plasmideal através de duas técnicas distintas: mini-preparacdo de DNA plasmideal
convencional (Lise Alcalina) e através do Kit comercial de mini-preparacdo plasmideal

(Invitrogen®).

3.4.6.1 Mini-preparacao de DNA plasmideal (Lise Alcalina)

A primeira purificacdo dos plasmideos a partir da cultura bacteriana, foi realizada pelo
método de Lise Alcalina descrita por Sambrook et al. (1989), baseada na diferenca da
desnaturacdo em condicdes alcalinas do DNA plasmideal e do DNA cromossémico.
Resumidamente, as células obtidas da cultura bacteriana e centrifugadas foram ressuspensas
em 100 pL da solugéo I gelada (Glicose 50 mM; Tris-HCI 25 mM pH 8,0; EDTA 10 mM)
adicionado para realizar a lise celular. Depois adicionado 200 uL da solugéo Il preparada na
hora (200 uL NaOH 0,2 N; 1 mL SDS 1% e 8,8 mL de Agua estéril). Misturou-se por
inversdo e nesta fase houve a liberacdo para o meio do DNA plasmideal, restos celulares e
DNA gendmico da E. coli. Posteriormente, realizou-se a precipitacdo com a adicdo de 150 uL
da solucdo Il gelada (Acetato de potassio 5 M; Acido acético glacial) agitando por 10
segundos. Centrifugou-se a 12.000 x g por 5 minutos a TA, e o0 sobrenadante transferido para
um novo micro-tubo, isolando o plasmideo dos restos de materiais celulares, contendo
também o DNA gendmico. A purificacdo foi realizada com a adi¢do de 200 pL de fenol e 200
uL da solugdo Cloroférmio e Alcool isoamilico na proporcio 24:1, submetido ao vortex e
centrifugacdo a 12.000 x g por 5 minutos a TA.

O sobrenadante (fase aquosa) recuperado foi transferido para um novo micro-tubo e
adicionado 1 mL de Etanol gelado 100%. Centrifugou-se a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C e
0 sobrenadante foi desprezado. Adicionou-se 500 uL de Etanol gelado 70%, centrifugou e

verteu-se novamente o liquido sobrenadante, secando o DNA plasmideal em estufa por 2
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horas a 37° C. Apos este periodo, o plasmideo foi ressuspenso em 50 uL de TE/RNase e

armazenado a - 20° C.

3.4.6.2 Mini-preparacao de DNA plasmideal (Invitrogen®)

Para o sequenciamento, foi necessario que o material genético estivesse ultra-puro.
Desta forma, para a cepa recombinante confirmada tanto da clonagem, quanto da
subclonagem, foi realizada a extracdo do DNA plasmideal pelo Kit de Purificacdo da
Invitrogen®, conforme protocolo do fabricante.

O método de lise por este kit foi realizado inicialmente pela ressuspensdo do
precipitado celular dos recombinantes com 250 pL do tampao R3 que contém RNase. Em
seguida, acrescentou-se 250 puL de tampdo L7 que contém SDS, responsavel pela lise. A
mistura foi submetida a um repouso por 5 minutos a TA e apés este periodo foi adicionado
350 puL do tampdo N4 para a precipitagio do DNA, misturando por inversdo até a
homogeneidade. Em seguida foi centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a TA.
Posteriormente, a solugdo foi transferida para uma mini-coluna usando como suporte um
micro-tubo. A passagem da amostra pela coluna foi realizada com centrifugacédo a 12.000 x ¢
por 1 minuto a TA. O eluato passado pela mini-coluna foi descartado.

A extracdo do produto celular foi realizada através da adigdo de 500 uL do tampdao
W10 contendo Etanol adicionado na mini-coluna para lavagem e incubados por 1 minuto a
TA. Centrifugou-se a 12.000 x g por 1 minuto a TA e o eluato presente no micro-tubo foi
novamente descartado. Outra lavagem foi realizada na coluna com 700 pL do tampdo W9
contendo Etanol, centrifugado a 12.000 x g por 1 minuto a TA. Apos centrifugagéo, o eluato
foi descartado e procedeu-se uma nova centrifugacdo sob as mesmas condi¢Ges para remover
os residuos do tampdo W9. Nesta fase, a coluna apds ser limpa com papel absorvente no lado
externo, foi transferida para um novo micro-tubo e submetida a extracdo do DNA pela adi¢éo
de 75 uL de TE no centro da coluna. O TE na coluna ficou em repouso por 1 minuto a TA, em
seguido foi centrifugado a 12.000 x g por 2 minutos a TA. As colunas foram descartadas e a
mini-preparagdo do DNA plasmideal purificada foi identificada e armazenada a - 20° C.
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3.4.7 Digestéo e confirmacao das clonagens

O DNA plasmideal extraido pelo protocolo de Lise Alcalina dos possiveis
recombinantes foi submetido a uma digestdo dupla e a clivagem realizada pelas enzimas de
restricdo EcoRI e Hindlll (Invitrogen®) por 2 horas a 37° C. O produto da digestdo foi
visualizado submetendo uma aliquota de 5 uL a eletroforese preparativa no sistema Power
Pac 200 (Bio Rad®), em gel de agarose 1% (Sigma®) e com tampéo de corrida TAE 1X.
Aplicou-se junto com o produto de digestdo, o tampdo de amostra GLB (sacarose 40%, azul
de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%) na concentracdo de 10% do volume final. Apos a
corrida, o gel foi corado com EtBr e visualizado no transiluminador na luz UV.

O marcador de peso molecular utilizado foi 1 kb DNA ladder Plus (Invitrogen®) e
esperou-se verificar ao final da eletroforese, fragmentos de aproximadamente 2,4 kb
correspondente ao gene xynB5, de aproximadamente 2,9 kb correspondente ao plasmideo

pJET1.2/blunt e de 4,4 kb correspondente ao plasmideo pTrcHisA.

3.4.8 Eletroeluicéo e concentracdo do DNA gendmico para subclonagem

A subclonagem do gene xynB5 foi realizada fazendo-se uma maxi-preparagdo do DNA
plasmideal contendo o inserto de interesse em pJET1.2/blunt para obter grandes quantidades
da amostra, seguido de recuperacdo do DNA por eletroeluicéo.

O gel contendo o fragmento de interesse foi cortado e acomodado no saco de dialise
para a eletroeluicdo. Adicionou-se 400 uL de tampdo TAE 0,5X no saco de dialise e deixou-
se eluir a 20 V por 18 horas. Inverteu-se a polaridade da eletroforese por 5 minutos,
simplesmente para favorecer a remogdo do DNA que fica aderido as paredes do saco de
diélise. Retirou-se a solugdo com o inserto e precipitou-se com 250 pL de Fenol e 250 uL da
solucdo de Cloroférmio e Alcool isoamilico na proporgdo 24:1. Centrifugou-se a 12.000 x g
por 3 minutos a TA, recuperou-se 0 sobrenadante (fase aquosa) para um novo micro-tubo e
adicionou-se 500 uL da solugdo de Cloroférmio e Alcool isoamilico na proporgdo 24:1.
Centrifugou-se a 12.000 x g por 3 minutos a TA, recuperou-se 0 sobrenadante para um novo
micro-tubo, adicionou-se 1 uL de tRNA, 0,1X do volume do sobrenadante de Acetato de
s6dio 3 M pH 5,4 e 2,5X o volume do sobrenadante de Etanol gelado 100%. Deixou-se 18

horas a - 20° C, centrifugou-se a 12.000 x g por 15 minutos a 4° C e verteu-se
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cuidadosamente o Etanol 100%. Lavou-se novamente o micro-tubo com 500 uL de Etanol
gelado 70%. Centrifugou-se nas mesmas condi¢des do passo anterior e verteu novamente o
Etanol 70%, secando o micro-tubo em estufa por 2 horas a 37° C. Apds este periodo, 0 DNA
foi ressuspenso em 50 uL de TE/RNase e armazenado a - 20° C.

Foi confirmado o tamanho do fragmento em gel de agarose 1% com tampé&o de corrida
TAE 1X, e o inserto foi quantificado através do método espectrofotométrico a 260 nm, para

obedecer a proporcéo de 1:3 de plasmideo/inserto para a reacao de ligacao.

3.5 Sequenciamento do clone obtido

A identidade do gene xynB5 foi confirmada pelo sequenciamento automatizado de
DNA, realizando a reacdo de sequenciamento na Universidade Estadual do Oeste de Parana —
UNIOESTE, Cascavel/PR e a leitura realizada pelo servigo de sequenciamento do Instituto de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo — USP, Sdo Paulo/SP. Para a reacdo de
sequenciamento realizado na UNIOESTE, foi usado o kit BigDye Terminator version 2.2
(Life Techologies-Applied Biosystems®) conforme especificagdes do fabricante.

Para reacdo de sequenciamento dos clones contendo pJET1.2-xynB5 foi realizado
utilizando os primer do CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo®) e para os clones contendo o

pTricHisA-xynB5 foi utilizado os primers xynB5-leu-F e xynB5-stop-R.

3.6 Analise da Sequéncia

Apds a obtencdo das sequéncias nucleotidicas do gene xynB5 em sequenciador
automatizado de DNA, as mesmas foram analisadas utilizando o programa Clone Manager, o
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) e 0 BLASTX do NCBI (National

Center for Biotechnology Information), disponivel no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.

O alinhamento da proteina predita a partir do gene xynB5 foi realizado com o programa
Clustal W2 do EMBL (European Molecular Biology Laboratory). A comparagdo dos
dominios protéicos presentes na B-Glicosidase/B-Xilosidase de C. crescentus foi realizada
com auxilio da ferramenta denominada CDART (Conserved Domain Architecture Retrieval

Tool) disponibilizada também no NCBI.
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3.7 Expressao e purificacao da proteina recombinante do gene xynB5

3.7.1 Ensaio de expressao da proteina recombinante

As células de E. coli TOP10 transformada contendo o plasmideo pTricHisA com o
fragmento de interesse xynB5 de 2,4 kb, foram submetidas a um piloto de expressdo da
proteina recombinante. Para este procedimento, foi feito um pré-inoculo destas células em LB
liquido com ampicilina (100 png/mL). Apds 16 horas, inoculou-se 100 uL da cultura em 10
mL de LB liquido com ampicilina (100 pug/mL). Esta suspenséo foi incubada de 2 a 3 horas a
37°C com agitacdo de 120 rpm até atingir a fase midi-log com DO entre 0,4 e 0,6 a 600 nm.
Ao atingir a fase exponencial de crescimento, as células de E. coli transformadas foram
induzidas com um indutor sintético denominado IPTG (isopropil-B-D-galactopiranosideo) a
uma concentracdo final de 0,5 e 1 mM. As células ficaram sob estas condicdes até 4 horas,
recolhendo-se uma aliquota de 1 mL antes da inducéo para o controle negativo e aliquotas de
1 mL a cada hora para avaliacdo da expressdo da proteina recombinante de interesse. Estas
aliquotas foram centrifugadas a 12.000 x g por 3 minutos a TA e adicionado 200 pL de
solugéo O (0,076 g Tris-base; 4 mL de SDS 10%; 10 uL DDT 1M; 2 mL Glicerol, 100 uL de
Azul de bromofenol 1% e completar para 10 mL de Agua destilada). Foram fervidas por 5
minutos a 100° C e em seguida congeladas para posterior visualizacdo em gel desnaturante de
poliacrilamida 9% (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

3.7.2 Purificacao da B-Glicosidase/p-Xilosidase VV recombinante soluvel

Apos inducdo de 50 mL de células TOP10 contendo o vetor pTriCHisA-xynB5 nas
mesmas condicOes realizadas para o melhor ensaio de expressdo (IPTG 1 mM, incubacéo de 4
horas a 37° C), denominado ensaio piloto, a cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 10
minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso em solugéo de lise
celular contendo Fast Break Cell Lysis Reagent 10X (Promega®), preparada conforme
protocolo do fabricante onde para cada 1 mL de solugéo foi adicionado 880 uL do meio LB
liquido, 100 uL da solucdo Fast Break Cell Lysis Reagent 1X (Promega®), 10 uL de
lisozima 40 mg/mL (Sigma®), 10 uL de pool de inibidores de proteases (GE-Heathcare®) e 1
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uL DNase 122U/mL (Invitrogen®). Para 50 mL de cultura crescida, foi preparada 4 mL de
solugéo de lise.

A mistura foi incubada sob agitacdo de 80 rpm por 30 minutos a 25° C. As células
lisadas foram centrifugadas e o sobrenadante adicionado a coluna pré-empacotada de niquel-
sephorose do Kit His Spin Trap (GE-Heathcare®), que permite a purificacdo pela triagem de
proteinas contendo a cauda de histidina por cromatografia de afinidade ao niquel imobilizado
a resina sepharose (IMAC). A coluna foi previamente equilibrada conforme recomendacéo do
fabricante e a purificacdo foi visualizada em gel desnaturante de poliacrilamida 9% (SDS-
PAGE).

Para equilibrar as colunas foi adicionado 600 pL de tamp&o de ligagdo — Biding
Buffer, contendo Tampéo fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 5 mM, pH 7,4. A solucdo
contendo os 4 mL do lisado celular da cultura induzida foi passada em quatro mini-colunas,
sendo aplicado em cada uma o volume de 1 mL. Centrifugou-se a 1600 x g por 1 minuto a 4°
C e neste passo as proteinas de fusdo contendo a cauda de histidinas ficaram aderidas a resina
de niquel-sepharose. A lavagem da coluna foi realizada com 600 uL de tampé&o de lavagem —
Wash Buffer contendo tampéo fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 20 mM, pH 7,4 e
centrifugado a 1600 x g por 1 minuto a 4° C. A eluicdo da proteina foi feita com tampéao de
eluicdo — Elution Buffer contendo diferentes concentragcdes de Imidazol (tampéo fosfato 200
mM; NaCl 500 mM; Imidazol nas concentragcdes de 100 a 500 mM, pH 7,4).

Aliquotas de 5 puL da proteina purificada foram aplicadas em gel desnaturante de
poliacrilamida 9% (SDS-PAGE).

3.7.3 Purificacdo da B-Glicosidase/B-Xilosidase V recombinante insolavel

Apobs a indugdo nas mesmas condicdes realizadas para o ensaio piloto, 50 mL de
células TOP10 contendo o vetor pTriCHisA-xynB5 foram centrifugadas a 5.000 x g por 5
minutos a 4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso em 4 mL de
solucgéo de lise celular contendo Fast Break Cell Lysis Reagent 10X (Promega®), preparada
conforme protocolo do fabricante onde para cada 1 mL de solugéo foi adicionado 880 uL do
meio LB liquido, 100 uL da solucdo Fast Break Cell Lysis Reagent 1X (Promega®), 10 uL
de lisozima 40 mg/mL (Sigma®), 10 uL de pool de inibidores de proteases (GE-Heathcare®)
e 1 uL DNase 122U/mL (Invitrogen®). Adicionou-se 0,1% (v/v) de Triton X-100 e incubou-
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se a 30°C por 15 minutos. Centrifugou a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O precipitado
contendo a fracdo insoltvel foi novamente ressuspenso em 4 mL da solucéo de lise com 1%
(v/v) de Triton X-100 e 1% (v/v) de Tween 20. Incubou-se por 15 minutos a 25°C e
centrifugou a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C, seguido pela purificacdo da proteina
recombinante em uma coluna de niquel-sepharose (Sigma®), seguindo 0 mesmo protocolo

utilizado para a coluna de niquel-sepharose da GE-Heathcare® citado acima.

3.7.4 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para verificar a expressao e purificacdo da proteina recombinante, foi feita uma analise
em gel desnaturante de poliacrilamida 9% (SDS-PAGE).

Preparou-se as solugdes Running Gel contendo 2,5 mL de solucdo L (36,2 g de Tris-
base para 200 mL em pH 8,8), 3,0 mL de solu¢cdo N (Acrilamida 30%), 70 puL de PA
(Persufato de Amonia 20%), 7 uL TEMED e 4,5 mL de Agua destilada completando 10 mL e
Stacking Gel contendo 1,25 mL solucdo M (12 g de Tris-base para 200 mL em pH 6,8), 0,75
mL solugdo de N, 30 pL de PA, 7 uL TEMED e 3 mL de Agua destilada completando 5 mL.
As solugdes foram submetidas a polimerizacdo sequencial com intervalo de aproximadamente
20 minutos entre Running e Stacking Gel e feita em cuba de eletroforese vertical modelo
Mini-Protein (Bio-Rad®). As amostras das proteinas foram submetidas a uma corrida em
eletroforético com corrente elétrica de 100 V e 1,0 mA durante 180 minutos com tampéo de
corrida 1X (Tris-base 0,30%; Glicina 1,44%; SDS 0,1%), juntamente com marcador de peso
molecular 10 kDa Protein Ladder a fim de verificar a banda especifica da expressao.

Ao término da corrida eletroforética, as bandas protéicas presentes no gel foram
visualizadas apds o repouso durante 2 horas na solucdo corante Stain contendo Etanol
absoluto 50%, Acido acético 7% e Camassie Blue R 250 0,4%, seguida pela descoloracéo
com Destain contendo Etanol 30%, Acido acético 7% e Agua 63%, trocando esta solucio

com lavagens subsequentes com uma leve agitacdo, por periodos de 20 minutos.

3.8 Dosagem das proteinas

A quantificacdo das proteinas depois de confirmada a purificacdo no gel SDS-PAGE

9%, foi determinada pelo método colorimétrico conforme descrito por Bradford (1976). A
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curva de calibragdo padréo foi determinada utilizando Soro Albumina Bovina (200 pg/mL) e
a solucdo corante de Bradford contendo 0,01 g Coomassie G-250, 5 mL Etanol 100% e 10 mL
Acido fosforico completando com Agua destilada para um volume final de 100 mL. Ap6s
incubacdo durante 15 minutos a TA, a quantidade de proteinas foi determinada por leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595 nm. Como amostra
controle para o espectrofotometro, foi utilizada uma solucdo contendo 100 pL de agua

destilada com 1 mL da solugéo corante de Bradford.

3.9 Determinacdo da atividade enzimaticas da B-Glicosidase/p-Xilosidase V de C.

crescentus

3.9.1 p-Glicosidase

A determinacdo da atividade enzimética da PB-Glicosidase foi realizada segundo
método de Tan et al. (1987) e seguindo o protocolo adaptado por Corréa et al. (2012), através
da estimativa do p-nitrofenol (pNP) liberado a partir do reagente p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (pNPG).

Uma aliquota de 25 uL da proteina recombinante foi adicionada a 0,25 mL de pNPG
1mg/mL, em tampdo Mcllvaine 0,05 M com diferentes pHs (Tabela 8). As reacdes foram
conduzidas incubando-se em banho-Maria a 50°C, por um periodo de 30 a 60 minutos. Apds
incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 1 mL de solucdo saturada de Tetraborato
de sodio. O p-nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometro a 410 mym. A
atividade enzimatica foi expressa em 1umol de p-nitrofenol liberado por minuto por mL de
enzima. A solucdo saturada de Tetraborato de sédio foi adicionada para interromper a reacdo

catalisada pela B-Glicosidase recombinante.

3.9.2 p-Xilosidase

A determinacéo da atividade enzimatica da p-Xilosidase foi realizada segundo método

de Tan et al. (1987) e seguindo o protocolo adaptado por Corréa et al. (2012), atraves da
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estimativa do p-nitrofenol (pNP) liberado a partir do reagente p-nitrofenil-p-D-
xilopiranosideo (pNPX).

Uma aliquota de 25 pL da p-Xilosidase V recombinante foi adicionada a 0,25 mL de
pNPX 1mg/mL, em tampdo Mcllvaine 0,05 M com diferentes pHs. As reacdes foram
conduzidas incubando-se em banho-Maria a 50°C, por um periodo de 30 a 60 minutos. Apds
incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 1 mL de solucdo saturada de Tetraborato
de sddio. O p-nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotdbmetro a 410 nm. A
atividade enzimaética foi expressa em 1umol de p-nitrofenol liberado por minuto por mL de
enzima. A solucdo saturada de Tetraborato de sodio foi adicionada para interromper a reacédo

catalisada pela B-Xilosidase recombinante.

3.9.3 a-L-Arabinofuranosidase

A determinacdo da atividade enziméatica da a-L-Arabinofuranosidase foi realizada
segundo método de Tan et al. (1987) e seguindo o protocolo adaptado por Corréa et al.
(2012), através da estimativa do p-nitrofenol (pNP) liberado a partir do reagente p-nitrofenil-
a-L-Arabinofuranosideo (pNPA), gerando residuos de arabinofuranosideo e p-nitrofenol.

Uma aliquota de 25 uL da proteina recombinante foi adicionada a 0,25 mL de pNPA
Img/mL, em tampdo Mcllvaine 0,05 M com diferentes pHs. As reagdes foram conduzidas
incubando-se em banho-Maria a 50°C, por um periodo de 30 a 60 minutos. Apos incubacdo, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de solucdo saturada de Tetraborato de sodio. O
p-nitrofenol liberado foi lido em espectrofotdmetro a 410 ym. A atividade enzimética foi
expressa em 1umol de p-nitrofenol liberado por minuto por mL de enzima. A solugéo
saturada de Tetraborato de sodio foi adicionada para interromper a reacdo catalisada pela a-L-

Arabinofuranosidase recombinante.
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Tabela 8 — Sistema de tampé&o de pH Mcllvaine

pH requerido* 0,2 M Na;HPO, (mL) 0,1 M Acido citrico (mL)

3 4,11 15,89
4 7,71 12,29
5 10,3 9,7

6 12,63 7,37
7 16,47 3,53
8 19,45 0,55
9 20,00 0,00

Fonte: McILVAINE (1921). *Tabela reduzida e adaptada para os pH de interesse na

pesquisa.

3.10 Caracterizacdo enzimatica da p-Glicosidase/B-Xilosidase V de C. crescentus

3.10.1 Determinacdo do pH 6timo

A influéncia do pH sobre a atividade enzimatica da p-Glicosidase/p-Xilosidase V de
C. crescentus foi verificada com a incubacdo de 5 pL. da enzima purificada, 20 uL de tampao
Mcllvaine especifico para cada pH na faixa de 3 a 9, adicionados em 250 pL dos substratos
pNPG e pNPX 1mg/mL separadamente, em banho-Maria, por 60 minutos a 50° C.
Finalizando a reacdo com 1 mL de Tetraborato de sédio saturado e posteriormente lido em

espectrofotémetro a 410 ym.

3.10.2 Determinacgdo da temperatura 6tima

A influéncia da temperatura 6tima sobre a atividade enzimética da B-Glicosidase/p-

Xilosidase V de C. crescentus foi estimada incubando-se 5 uLL da enzima purificada, 20 puL de

tampdo Mcllvaine no pH 6timo para cada substrato, adicionado em 250 pL dos substratos

pNPG e pNPX 1mg/mL separadamente, em banho-Maria, por 60 minutos e com temperaturas
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variando de 30 a 70° C. Foi finalizada a reacdo com 1 mL de Tetraborato de sddio saturado e
posteriormente lido em espectrofotometro a 410 nm.

3.10.3 Constante de Michaelis-Menten (Ky,) e velocidade maxima (Vmax) para 0s
substratos pNPG e pNPX

As propriedades cinéticas da p-Glicosidase/p-Xilosidase V purificada foram
determinadas realizando-se o ensaio da atividade enzimatica nas condi¢des 6timas de pH e
temperatura, variando a concentragdo dos substratos pNPG e pNPX de 0,5 a 15 mM. A
constante de Michaelis-Menten (Ky,) foi determinada com a concentragéo do substrato no qual
metade da taxa méxima de reacdo (Vmax) foi atingida e calculada plotando 1 sobre a atividade
especifica da enzima versus 1 sobre a concentracdo dos substratos. Os ensaios foram
realizados em duplicata e os parametros cinéticos calculados baseados no método do duplo

reciproco de Lineweaver e Burk (1934).

3.11 Andlise estatistica

Os ensaios de caracterizagdo enzimatica foram realizadas em duplicatas, com

repeticdes para os dados inconsistentes. Os dados foram plotados no programa estatistico

Origin® 6.0 (Data Analysis and Technical Graph) e Excel, e analisados através da dispersao

das médias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Visualizacao e confirmacéo da amplificacdo

Com o objetivo de clonar o gene xynB5 de C. crescentus, 0 DNA gendmico deste
microrganismo foi utilizado como molde para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com
adicdo dos oligonucleotideos xynB5-leu e xynB5-stop (Tabela 4). O produto do PCR obtido
foi visualizado em gel de agarose 1% em tampao de corrida TAE 1X, levando a confirmacéo

da amplificagdo do fragmento de interesse de 2.421 pares de bases (Figura 8).

30kb

2,0kb
16kb —

«= xynB5 (2,421 kb)

Figura 8 — Gel de eletroforese em agarose 1% com tampéo de corrida TAE 1X mostrando
gene xynB5 de C. crescentus amplificado por PCR. (M) Marcador de peso molecular 1 kb
DNA ladder Plus (Invitrogen®). (1) 5 pL Produto do PCR: fragmento de 2,421 kb
correspondente ao gene xynB5 de C. crescentus. Gel corado com EtBr e visualizado em luz
uv.

4.2 Digestao e confirmacéo das clonagens

O produto de PCR correspondendo ao gene xynB5 foi quantificado através do método
espectrofotométrico em 260 nm obtendo uma concentragdo de 0,9 pg/uL de DNA. Em
seguida, recebeu um tratamento para obtencdo de extremidades ndo-coesivas com a enzima
DNA Blunting. Foi ligado no plasmideo pJET1.2/blunt, que apresenta um gene de resisténcia
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a ampicilina (AmpF), com o auxilio da enzima T4 DNA Ligase, seguindo a proporcéo 1:3 de
plasmideo/inserto. Esta reacdo foi usada para transformar a E. coli TOP10 quimicamente
competente. As colbnias crescidas em meio LB agar com ampicilina, foram inoculadas em
meio LB liquido com o mesmo antibiotico, para crescimento, proliferacdo plasmideal e para
realizar a mini-preparagdo de DNA plasmideal do pJET1.2/blunt supostamente ligado ao gene
xynB5, de acordo com o protocolo de Lise Alcalina descrito em Material e Métodos
(SAMBROOK et al., 1989).

O DNA plasmideal purificado obtido, primeiramente foi digerido com a enzima de
restricdo HindlIl por 2 horas a 37°C para a sua linearizagéo, liberando um fragmento de
aproximadamente 5,3 kb para a colonia 5 (Figura 9). Foram testadas 11 col6nias crescidas no
LB agar e somente para a colbnia 5 confirmou-se a clonagem. Posteriormente, estas 11
col6nias foram reanalisadas através de uma segunda digestdo dupla EcoRI/Hindlll. Formou-
se o inserto de tamanho 2,421 kb, correspondente ao gene xynB5, para a col6nia 5 (Figura 10).

Para obter a proteina B-Glicosidase/p-Xilosidase de C. crescentus em quantidades
suficientes para realizar a purificacdo e os testes bioquimicos de caracterizacdo enzimatica, foi
necessario subclonar o gene xynB5 em um vetor de expressao. A partir da coldnia 5, a qual foi
confirmada a clonagem (Figura 9 e 10), foi realizada uma maxi-preparagdo de DNA
plasmideal e feita a eletroeluicio do DNA de interesse. A quantificagdo do inserto foi
realizada através do método espectrofotomeétrico a 260 nm, obtendo uma concentracdo de
0,45 ng/uL de DNA, o qual foi ligado no vetor de expressdao pTrcHisA, que apresenta um
gene de resisténcia a ampicilina, com auxilio da T4 DNA Ligase, e que leva a super-expressao
do gene fusionado a uma cauda de histidinas na extremidade amino-terminal na presenca do
indutor sintético IPTG.

A confirmagdo da subclonagem foi realizada primeiro pela visualizagcdo no gel de
agarose 1% com tampéo de corrida TAE 1X do fragmento de aproximadamente 6,8 kb, apds
digestdo do produto da mini-preparacdo de DNA plasmideal com a enzima de restricdo
Hindlll (Figura 11). E depois pela visualizagdo no gel de agarose 1% com tampdo de corrida
TAE 1X dos fragmentos 2,421 kb, correspondente ao gene xynB5 e 4,4 kb, correspondente ao
vetor de expressdo pTrcHisA (Figura 12), apo6s digestdo com as enzimas de restricdo
EcoRI/Hindlll do produto da mini-preparacdo de DNA plasmideal.
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Digestdo da mini-preparagao plasmideal
com Hindlll

M1234567 8 91011 Colbnias

o o= xynB5+PJET1.2/blunt
506 (~5.3 kb)

2,0kb —

1,6 kb —

Figura 9 — Confirmacao da clonagem em gel de agarose 1% com tampéao de corrida TAE 1X,
apos digestdo com enzima de restricdo Hindlll. (M) Marcador de peso molecular 1 kb DNA
ladder Plus (Invitrogen®). (5) Confirmagdo da clonagem do gene xynB5 no plasmideo
pJET1.2/blunt, apds digestdo do DNA plasmideal com Hindlll que gerou um fragmento de
aproximadamente 5,3 kb (xynB5 2,421 kb + pJET1.2/blunt 2,974 kb). As demais canaletas (1-
4 e 6-11), mostram apenas o plasmideo linearizado de 2,974 kb. Gel corado com EtBr e
visualizado em luz UV.

Digestdo da mini-preparagéo plasmideal
com EcoRI/Hindlll

M 1 2 3 4 5 6 Colbnias

4,0 kb —
3,0kb —

«= xynB5 (2,421 kb)

2,0 kb ——
1,6 kb ——

Figura 10 — Confirmacdo da clonagem em gel de agarose 1% com tampéao de corrida TAE
1X, ap6s digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI/Hindlll. (M) Marcador de peso
molecularl kb DNA ladder Plus (Invitrogen®). A clonagem foi confirmada nas digestdes
mostradas nas canaletas (5) e (6) porque gerou fragmentos de 2,421 kb (xynB5) e 2,974 kb
(pJET1.2/blunt). O clone (5) foi selecionado para experimentos subsequentes. As demais
canaletas (1-4), mostram apenas o plasmideo linearizado de 2,974 kb. Gel corado com EtBr e
visualizado em luz UV.
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Digestdo da mini-preparacgéo plamideal
com Hindlll

M 1 2 3 4 5 Colbnias

7.0kb — «= pTricHisA+xynB&
20k (~6,8 kb)

3,0 kb —

2,0kb ——

1,6 kb —

Figura 11 — Confirmacao da subclonagem em gel de agarose 1% com tampdo de corrida TAE
1X, apds digestdo com enzima de restricdo HindlIl. (M) Marcador de peso molecularl kb
DNA ladder Plus (Invitrogen®). Nas canaletas (1), (3) e (5) ocorreu a confirmagdo da
subclonagem do gene xynB5 no plasmideo pTrcHisA, ap6s digestdo do DNA plasmideal com
Hindlll que gerou um fragmento de aproximadamente 6,8 kb (xynB5 2,4 kb + pTrcHisA 4,4
kb). As demais canaletas (2 e 4), ndo obteve-se produto de digestdo. Gel corado com EtBr e
visualizado em luz UV.

Digestao da mini-preparagao plasmideal
com EcoRI/Hindlll

M 1 3 5 Col6bnias

6557 pb ——
e = pTricHisA 4,4 kb
2007 bb = xynB5 ~2,4 kb

Figura 12 — Segunda confirmacdo da subclonagem em gel de agarose 1% com tampao de
corrida TAE 1X, ap0s digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI/Hindlll. (M) Marcador de
peso molecular Lambda Hindlll (Invitrogen®). As canaletas (1), (3) e (5) correspondem aos
clones previamente confirmados na digestdo com Hindlll. O plasmideo pTrcHisA de 4,4 kb e
0 gene xynB5 de C. crescentus de aproximadamente 2,4 kb estdo indicados por setas.
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4.3 Anédlise das sequéncias

A andlise da sequéncia do gene xynB5 de C. crescentus e da sua proteina foi obtida

utilizando o programa Clone Manager e os algoritmos BLAST e BLASTX do NCBI. Este

gene que possui 2.421 nucleotideos que codificam para 806 aminoécidos, formando uma

enzima de aproximadamente 95 kDa (Figura 13).
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ATGAACACCACCCTCACCCGCCGCCTGTTCGGCGCGAGTCTCGCGGCCCTGTCCGCCGCAGCC
M N T TUL T RURUL F G A S L A A L S A A A
CTGCCCAGCCTGGCGCAAGCCGCCGGCCAAGCCCCCAAGACCTCGGGCGGCAAGCCGCTTTAC
L P S L A Q A A G QAP KT S G G K P L Y
AAGGATCCGACCCAGCCGGTCGACGCGCGCATCCAGGACCTGCTGTCGCGCATGACCCTGGAG
K D p T Q P V DA RTIQDULUL S R MTL E
GAGAAGGCCGCCCAGCTGATCGGCATCTGGCTGACCAAGGCCAAGATCCAGACGCCGGAAGGC
E K A A Q L I G I W L T KA KI Q T P E G
GAGTTCTCGGCCGAGCAGGCCAGCAAGAACTTCCCGCACGGCCTTGGCCAGATCTCGCGCCCG
E F S A E Q A S K N F P H G L G Q I S R P
TCCGACCGCAAGGGCGCCAAGCCGGTGACGGTGATCGGCGCGGCCGCCGGCGCCGACGACGGA
S DR K GAI KUPV TV I G- A AWM ASGA ADD G
GCCATCAACCGTAACGCCGCCGAAACCGCCCGCTACACCAACGCCGCCCAGAAGTGGGCGATC
A I N R NA A E T AUR Y TN AWM AUOQI KW A I
GAAAAAACCCGCCTGGGCATCCCGCTGCTCATGCACGACGAGGCCCTGCACGGCTATGTGGCG
E K T R L G I P L LM HDEA AULUHSG Y V A
CGCGATGCGACCAGCTTCCCGCAGTCGATCGCCCTGGCCTCGACCTTCGACACCGAACTGACC
R D AT SPF P Q S I A L A S TUF D TEULT
GAGAAGATCTTCGCGGTCGCCGCCCGCGAAATGCGGGCCCGCGGCTCGAACCTGGCCCTGGCC
E K I F AV A A REMUBRA ARG SNILATUL A
CCGGTGGTCGACGTGGCCCGCGACCCGCGLCTGGGGCCGCATCGAGGAGACCTACGGCGAAGAC
P Vv v D V A RDUPIRWGURTIUEET Y G E D
CCGCACCTGTGCGCCGAGATCGGCCTGGCCTCGATCCGCGGCTTCCAGGGAGCGACCCTGCCC
P H L C A E I G LA STIURGUVF QG ATTUL P
CTGGCCAAGGACAAGGTGTTCGTCACCCTCAAGCACATGACCGGCCATGGCCAGCCCGAGAAC
L A KD KV F VT L K HMT G HG Q P E N
GGCACCAATGTCGGTCCGGCCCAGATCGCTGAGCGCACCCTGCGCGAGAACTTCTTCCCGCCG
G T NV G P A Q I A ERTULURENUFVF P P
TTCGAGCGCGCGGTGACCGAACTGCCGGTGCGCGCGGTCATGCCCAGCTATAACGAGATCGAC
F E R A V T EL P V R A V M P S Y N E I D
GGCGTGCCCTCGCACGCCAACCGCTGGCTGCTGACCAAGATCCTGCGCGAGGAGTGGGGCTAC
G VvV P S H A NRWIULIULTIKTI LU REZEWG Y
AAGGGCTCGATCCAGAGCGACTACTTCGCCATCAAGGAGATGATCAGCCGTCACAAGCTGACC
K G S I Q s DY F A I K EMTI S U RHI KTULT
AGCGATCTGGGCGAGACGGCCGTGATGGCCATGCGCGCCGGCGTCGATGTCGAGCTGCCCGAL
s bp LG ETAVMAMU®BRAGV DV E L P D
GGCGAGGCCTACGCCCTGATCCCCGAGCTGGTGAAGGCCGGCCGCATCCCGCAGTTCGAGGTC
G E A Y AL I P EL V KA GIRTI P Q F E V
GACGCCGCCGTCGCCCGGGTGCTGGAGATGAAGTTCCAGGCCGGTCTCTTCGAGAACCCCTAC
D A AV ARV L EMI K FQAGTULVFENUPY
TGCGACGAGAAGACCGCCGACGCCAAGACCGCCACGCCGGACGCCGTCGCCCTGGCCCGCGAA
cCc D E K T ADAI KT AT?PDA AV A L A R E
GCCGCCCGCAAGTCCGTGGTCCTCTTGAAGAACGACAAGGGCCTGCTGCCCCTGGACGGCAAG
A A R K S Vv v L L K NDI KGULTULUPULD G K
AAGTTCAAGCGCATGGCGCTCCTGGGCACCCACGCCAAGGACACGCCGATCGGCGGCTATTCG
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463
1450
484
1513
505
1576
526
1639
547
1702
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1765
589
1828
610
1891
631
1954
652
2017
673
2080
694
2143
715
2206
736
2269
757
2332
778
2395
799

K F K R M A L L G T HAI KDTUP I G G Y S
GACATCCCGCGTCACGTGGTCTCGATCCACGAGGGCCTGACCGCCGAGGCCAAGGCCCAGGGC
D I P R HV Vv S I H EGULTAUEA AI KA AOQ G
TTCGCGCTCGACTACGCCGAGGCCGTGCGGATCACCGAGCAGCGCATCTGGGCCCAGGALCGCG
F A L D Y A E A V R I T E QR I W A Q D A
GTCAACTTCACCGACCCGGCCGTCAACGCGAAACTCATCGCGGAAGCCGTCGAGGTCGCCAAG
vV N F T D P A V N A KL I A E A V E V A K
AAGGCCGATATCGTGGTCATGGTGCTGGGCGACAACGAGCAGACCAGCCGCGAGGCCTGGGLC
K A D I VV MV L GDNUEIOQT S R EA AW A
GACCATCACCTGGGCGACCGTGACAGCCTGGACCTGATGGGCCAGCAGAACGACCTGGCCCGC
D H HL G DU RD S LDILMGQOQONDTUL A R
GCGATCTTCGATCTGGGCAAGCCGACCGTGGTGTTCCTGCTCAACGGCCGTCCGCTGTCGATC
A I F D L G K P T VYV F L L NGURUP UL S I
AACCTGCTGAAAGAGCGCGCCGACGCCATCATCGAGGGCTGGTACCTGGGCCAAGAGACCGGC
N L L K E R A DA I I E G W Y L G Q E T G
CACGCCGCCGCCGACGTGCTGTTCGGCCGCGCCAATCCGGGCGGCAAGCTGCCGGTCAGCATC
H A A A DV L F G RANU/PGSGI KUL P V S I
GCCCGCGACGTCGGCCAGCTGCCGGTCTACTACAACCGCAAGCCCACGGCCCGCCGCGGCTAT
A R DV G Q L PV Y Y NRIKUPTA AT RURG Y
CTGGATGGCGAGACCACCCCGCTCTACCCGTTCGGTTTCGGCCTGTCGTACACCACCTTCGAC
L p G ETTPUL Y P F G F G L S Y T T F D
GTCTCGGCGCCGCGCCTGGCCAAGGCCAAGATCGGCCAGGGCGAGACCGTCAAGGTCGAGGTC
vV S A P R L A KA K I GQ G E T V K V E V
GATGTGACCAACACCGGCAAGGTGGCCGGCGACGAGGTGGTCCAGCTCTATGTCCACGACGAG
D v T N T G K V A G D E VYV Q L Y V H D E
GCGGCCTCGGTCACCCGTCCGGTGCTGGAGCTCAAGCACTTCAAGCGCGTCACCCTGGCCCCC
A A S V T R P V L EL K HF KRV T L A P
GGCGCCAAGACCACGGTCACCTTCGAGATCAAGCCCTCGGACCTGTGGATGTGGAACCTGGAC
G A K T T Vv TUPF E I K P S DL WMWNTULD
ATGAAGCGCGTGGTCGAGCCCGGCGACTTCTCGATCCTGGTGGGCCCCAACTCCGTGGACCTG
M K RV VvV E P GD F S I L V G P N S V D L
AAGAAGACGACGCTGACGGTCGCTTAA
K K T T L T V A *

Figura 13 — Estrutura do gene xynB5 (CCNA 03149) de C. crescentus obtida ap0s etapas de
clonagem. A figura acima gerada com o programa Clone Manager, corresponde a sequéncia
nucleotidica do gene xynB5 de C. crescentus que € composta por 2.421 pares de bases que
codificam para uma proteina predita de 806 aminoacidos. Os cdédons de inicio (ATG) e
término (TAA) de traducédo estdo destacados em negrito na sequéncia nucleoticia, bem como
a sequéncia em aminoacidos da proteina predita. As regides sublinhadas correspondem as
sequéncias nucleotidicas usadas para o desenho dos oligonucleotideos empregados na reacéo

de PCR para as etapas de clonagem.
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O plasmideo pJET1.2/blunt contendo o gene xynB5 correspondente ao clone 5 (Figura
9 e 10) foi usado como molde para uma reacdo de sequenciamento de DNA automatizado
usando oligonucleotideos universais do proprio vetor de clonagem. A sequéncia obtida foi
comparada com outras depositadas no GenBank com auxilio do algoritmo BLAST. A
sequéncia do gene xynB5 foi confirmada mostrando 99% de identidade com a sequéncia de [3-
Glicosidase/p-Xilosidase de C. crescentus cepa NA1000. Também obteve-se esta mesma
porcentagem de identidade para a 3-Xilosidase/a-L-arabinofuranosidase de C. crescentus cepa
CB15. Este fato justifica 0 uso do substrato pNPA para testar a atividade enzimatica.

O plasmideo pTrcHisA contendo o gene xynB5 correspondente aos clones 1, 3 e 5
(Figura 11 e 12) foram usados como molde para uma reacdo de sequenciamento de DNA
automatizado com os oligonucleotideos especificos do gene (Tabela 4 e destacados na Figura
13). A sequéncia do gene xynB5 novamente foi confirmada mostrando 99% de identidade
com a sequéncia de B-Glicosidase/p-Xilosidase de C. crescentus cepa NA100O para o clone 1
e 5, e 98% de identidade para o clone 3. Também obteve-se estas mesmas identidades para a
B-Xilosidase/a-L-arabinofuranosidase de C. crescentus cepa CB15. Estes dados sugerem
fortemente que foi efetuado a clonagem correta do gene xynB5.

A sequéncia nucleotidica com o auxilio do algoritmo BLASTX gerou uma proteina
com elevada similaridade com outras pB-Xilosidases de espécies do género Caulobacter como
C. vibrioides (92%) e C. segnis (92%), além de alta similaridade com bactérias de outro
género como a Asticcacaulis excentricus (77%), A. benevestitus (76%) e Duganella
zoogloeoides (74%).

Quando o produto do gene xynB5 é comparado com as outras -Xilosidases de C.
crescentus, nota-se uma baixa similaridade das sequéncias entre si, 0 que sugere que as
mesmas desempenham papéis complementares durante o metabolismo das hemiceluloses.
Esta diversidade entre as proteinas para que a C. crescentus € importante para que ela possa
explorar diferentes substratos vegetais (CORREA, 2011).

4.4 Ensaio de expressdo da proteina recombinante

As cepas recombinantes contendo o gene xynB5 de C. crescentus foram submetidas a
expressdo para producdo em quantidades maiores da proteina heter6loga em E. coli. Primeiro
realizou-se um piloto de expressdo com os clones 1, 3 e 5 (Figura 11 e 12) para

posteriormente, nas mesmas condigdes, realizar a purificacdo da proteina recombinante
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expressa. Os clones foram crescidos em LB liquido com ampicilina sob agitacdo de 120 rpm a
37°C até a fase midi-log. Apoés atingir o crescimento desejado, houve a indugdo da expressao
com IPTG 1 mM e o periodo de inducéo foi de 4 horas. Retirou-se uma aliquota de 1 mL
antes da inducdo para ser usado como controle e uma aliquota de 1 mL a cada 1 hora de
inducéo.

Observou-se uma banda evidente, ressaltando a expressdo da proteina recombinante
visualizada no gel desnaturante de poliacrilamida 9% (SDS-PAGE) correspondente a proteina
B-Glicosidase/B-Xilosidase de C. crescentus, que apresentou uma estrutura protéica de

aproximadamente 95 kDa nos intervalos de 1 a 4 horas de inducéo (Figura 14).

Clone 1 Clone 3 Clone 5
TO T3 T4 TO T3 T4 TO T3 T4

& 3-Glicosidase/
B-Xilosidase V
~95 kDa

Figura 14 — Ensaio de indugdo de expressdo do gene xynB5 de C. crescentus. Células de
diferentes clones de C. crescentus contendo a constru¢do pTriCHis-xynB5 foram crescidas até
fase exponencial e induzidas durante 4 horas com 1 mM de IPTG. Nos tempos de 0, 3 ¢ 4
horas aliquotas das células foram coletadas, centrifugadas e o precipitado celular lisado com
tampao de lise de eletroforese de proteinas. Amostras de 20 uL do extrato bruto celular
preparado foram resolvidos em um gel SDS-PAGE 9%. A flecha a direita ressalta a indugao
da B-Glicosidase/B-Xilosidase recombinante de C. crescentus expressa.
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4.5 Purificagédo da B-Glicosidase/B-Xilosidase V recombinante soluvel

Paralelamente ao ensaio piloto de expressdo, a p-Glicosidase/p-Xilosidase
recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade, conforme descrito em Material e
Métodos com concentracdes crescentes de Imidazol e o protocolo para proteinas soluveis.
Uma boa eficiéncia na purificacdo pode ser visualizada no gel desnaturante de poliacrilamida
9% (SDS-PAGE) (Figura 15).

Como mencionado anteriormente, este gene que possui 2.421 pb, que codifica uma
proteina bifuncional para p-Glicosidase/p-Xilosidase, expressa uma proteina com
aproximadamente 95 kDa. A cauda de histidina favoreceu a purificacdo da proteina por
cromatografia de afinidade usando colunas empacotadas de niquel-sepharose. As cargas
positivas da cauda de histidina ligaram-se a carga negativa da resina para garantir a

purificacéo.

Etapas da purificagcdo com diferentes [ ] s de Imidazol

70 T3 L1 L2 E1 E2 E3 EA4

4= (3-Glicosidase/
B-Xilosidase V
~95 kDa

Figura 15 — Confirmacao da expressao e purificacdo da B-Glicosidase/pB-Xilosidase V em gel
SDS-PAGE 9%. (TQ) Extrato protéico da cepa E. coli TOP10 contendo a construcdo
pTrcHisA-xynB5 na auséncia de IPTG. (T3) Extrato protéico induzido com 1mM de IPGT no
tempo 3 horas. (L1 e L2) Aliquotas da lavagem da coluna de niquel-sepharose com 20 mM de
Imidazol. (E1-E4) Aliquotas da proteina recombinante purificada, anteriormente adicionadas
a coluna de niquel sepharose e eluidas em tampado fosfato de sddio contendo diferentes
concentracdes do Imidazol. (E1) Eluida com 100 mM de Imidazol. (E2) Eluida com 200 mM
de Imidazol. (E3) e (E4) Eluida com 500 mM de Imidazol.
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Foi realizado um segundo ensaio de expressdo do gene xynB5 e purificagcdo da p-
Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus, para visualizagdo de uma aliquota do
precipitado no gel SDS-PAGE 9% (Figura 16). A E. coli é o microrganismo hospedeiro para
expressao de proteinas mais frequentemente utilizado pela simplicidade e velocidade de
multiplicacdo celular (ARAKAWA et al., 2003), porém a expressdo frequentemente pode
levar a proteinas agregadas e insolUveis expressas em corpos de inclusdo (LEFEBVRE et al.,
2004).

Os corpos de inclusdo normalmente estdo localizados no citoplasma, embora também
possam ser formados no espaco periplasmatico bacteriano (QORONFLEH et al., 2007). Desta
forma, houve a confirmacdo de agregados de corpos de inclusdo produzidos por E. coli,

durante a super-expressdo da B-Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus.

Etapas de purificagcéo
com uma aliquota do precipitado

70 T3 P L1 E1

&= (3-Glicosidase/
B-Xilosidase V
~95 kDA

Figura 16 — Gel SDS-PAGE 9% indicando as etapas de inducdo da expressao do gene xynB5
e purifica¢do da B-Glicosidase/B-Xilosidase V multifuncional de C. crescentus. (TO) e (T3)
Correspondem aos tempos de 0 e 3 h de inducdo com IPTG, respectivamente. (P) Refere-se a
uma aliquota de 10 pL do precipitado celular apds lise com a solucdo Fast Break Cell Lysis.
(L1) Indica a primeira lavagem da coluna de niquel-sepharose com tampéo fosfato de sédio
contendo 20 mM de Imidazol apds a passagem do lisado. (E1) Corresponde a uma aliquota de
10 pL da proteina recombinante eluida com tampé&o fosfato contendo 500 mM de Imidazol.
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4.6 Purificacdo da B-Glicosidase/B-Xilosidase V recombinante insolavel

Para verificar se era possivel aumentar as atividades enzimétivas obtidas, caso fosse
retiarada a proteina recombinante dos corpos de inclusdo, foi realizada uma terceira
purificacdo seguindo o protocolo de purificacdo para proteinas insolGveis detalhada em
Material e Métodos.

Na primeira etapa, a lise foi realizada conforme o protocolo de proteinas soluves e
além disso, utilizando 0,1% de Triton X-100 (v/v). O lisado foi purificado em coluna de
niquel sepharose e uma aliquota deste extrato purificado foi adicionada em um gel SDS-
PAGE 9% (Figura 17) e testado a atividade enzimatica para diferentes substratos, descrito no
item 4.7.

Na segunda etapa, a lise foi realizada utilizando também 1% de Triton X-100 (v/v) e
1% de Tween 20 (v/v). Uma aliquota do extrato parcialmente purificado em coluna de niquel
sepharose foi adicionada em um gel SDS-PAGE 9% (Figura 17) e testado a atividade

enzimaética para diferentes substratos, descrito no item 4.7.

Etapas de purificacdo com Triton/Tween

MTO T4 L1 P1 L2 P2 E1

100 kDa— ' | L
4 (3-Glicosidase/
75kDa__ B-Xilosidase V
~95 kDa
50 kDa—

Figura 17 — Etapas de purificagdo da B-Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus a partir
de corpos de inclusdo. As células de E. coli foram crescidas até a fase log e induzidas com 1
mM de IPTG por 0 (TO) a 4 horas a 37°C (T4). Células super-expressando a B-Glicosidase/p3-
Xilosidase V recombinante foram lisadas com 0,1% de Triton X100 (v/v), passado na coluna
de niquel-sepharose (Sigma®) e eluida em tampéo fosfato de sodio contendo 500 mM de
Imidazol (L1). O primeiro precipitado (P1) gerado apds esta lise apresentou ainda a proteina
recombinante induzida sugerindo que sdo expressas em corpos de inclusdo. O P1 foi
novamente lisado com 1% de Triton X100 e 1% de Tween 20, como descrito em Material e
Métodos. O segundo lisado (L2) evidenciou a presenca da proteina recombinante que foi
purificada em coluna de niquel-sepharose (Sigma®). Entretanto, uma quantidade significativa
da proteina recombinante ainda ficou retida no precipitado como mostra 0 SDS-PAGE 9%
acima (P2). A B-Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus foi eluida em tampé&o fosfato de
sodio contendo 500 mM de Imidazol e obtida a enzima parcialmente purificada (E1).
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4.7 Determinacdo das atividades enzimaticas da proteina purificada

Para os extratos purificados através do protocolo de purificacdo para proteinas
solGveis apresentados na Figura 15, foram dosadas as atividades enzimaticas com o0s
substratos  p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo  (pNPX),  p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo
(PNPG) e p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (pNPA) 1mg/mL. Estes substratos foram
diluidos em tampéo Mcllvaine a pH 4, 5, 6 e 7. A enzima recombinante purificada apresentou
atividade para os trés substratos testados sendo predominante a atividade da B-Glicosidase
(Tabela 9).

Para os extratos purificados através do protocolo de purificacdo para proteinas
insolUveis apresentados na Figura 17, foram dosadas as atividades enzimaticas com o0s
substratos  p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo  (pNPX),  p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo
(pPNPG) e p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (pNPA) 1mg/mL. Estes substratos foram
diluidos em tampao Mcllvaine a pH 6.

Além das atividades apresentarem-se menores na segunda purificacdo, a enzima foi
parcialmente purificada. Desta forma, foi utilizado o protocolo de purificagdo de enzimas

sollveis para proceder com a caracterizacdo enzimatica.

Tabela 9 — Atividade enzimética da proteina recombinante purificada através de protocolo de
purificacdo de proteinas sollveis na presenca de diferentes substratos. Os dados foram
epressos em atividade enzimatica total (U/mL) e em atividade enzimatica especifica (U/mg de
proteina total). Representam a média aritmética de duas andlises independentes.

Atividade Enzimatica Atividade Enzimatica
pH U/mL U/mg
B-Xil p-Glic o-Ara  p-Xil p-Glic a-Ara
4,0 3,75 4,00 2,72 0,039 0,04 0,028
5,0 3,90 4,01 2,91 0,040 0,041 0,030
6,0 4,30 7,60 2,99 0,044 0,078 0,031
7,0 3,81 4,87 2,72 0,039 0,050 0,028
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Tabela 10 — Atividade enzimatica da proteina recombinante purificada através de protocolo
de purificacdo de proteinas insolveis na presenca de diferentes substratos. Os dados foram
epressos em atividades enzimaticas totais (U/mL) e em atividade especifica (U/mg de proteina
total). Representam a média aritmética de duas analises independentes.

Atividade Enzimatica Atividade Enzimatica
Extrato U/mL U/mg
p-Xil B-Glic a-Ara  B-Xil  B-Glic a-Ara
Lisado 1 (L1) 0,75 0,28 0,17 0,010 0,003 0,002
Lisado 2 (L2) 2,58 1,59 0,81 0,035 0,021 0,011
Purificado (E1) 1,78 1,14 0,52 0,018 0,011 0,005

L1 (extrato purificado): xynB5-rec lisado com Fast Break Cell Lysis e 0,1% Triton
X100 (v/v). Purificado em coluna de niquel-sepharose e eluida em tampédo fosfato de sodio
contendo 500 mM de Imidazol.

L2 (extrato bruto): xynB5-rec lisado primeiro com Fast Break Cell Lysis e 0,1% Triton
X100 (v/v), e uma segunda lise com 1% de Triton X100 e Tween 20 (v/v).

E1 (extrato purificado): xynB5-rec lisado primeiro com Fast Break Cell Lysis e 0,1%
Triton X100 (v/v), e uma segunda lise com 1% de Triton X100 e Tween 20 (v/v). Purificado
em coluna de niquel-sepharose e eluida em tampdo fosfato de sodio contendo 500 mM de
Imidazol.

4.8 Caracterizacdo enzimatica da p-Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus

A proteina recombinante mostrou-se ativa na presenca de diferentes substratos tanto
usando o protocolo de proteinas soltveis como o de proteinas insoliveis (Tebela 9 e 10).
Assim, optou-se por fazer a caracterizacdo enzimatica da proteina de fusdo a partir das
amostras obtidas no protocolo de proteina solUveis, visto que este forneceu um rendimento
com maior teor de purificacdo, ou seja, apenas uma banda de tamanho esperado foi
visualizada no gel SDS-PAGE 9% (Figura 15) e uma maior atividade enzimaética (Tabela 9).
Entretanto, vimos em ambas as purificagdes, que embora a proteina reconhecca e metabolize
trés diferentes substratos, a atividade enzimatica obtida para pNPA foi muito acanhada.
Assim, 0s ensaios de caracterizagdo concentraram-se apenas na atividade contra pNPG e

pNPX.
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4.8.1 Determinacdo do pH 6timo

A enzima recombinante B-Glicosidase/p-Xilosidase V ap0s purificacdo seguindo o
protocolo de proteinas solUveis, passou por ensaios de caracteriza¢do bioquimica. O primeiro
pardmetro bioquimico analisado foi o pH 6timo em diferentes tampdes Mcllvaine, pHs de 3 a
9, com os substratos pNPG e pNPX 1mg/mL. Esta reacdo foi realizada em banho-Maria 50°
C incubada por 60 minutos e finalizada com Tetraborato de sodio saturado. A reacéo foi lida
em espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 410 nm.

A enzima apresentou atividades enzimaticas na faixa de pHs de 3 a 9, sendo o pH
6timo 6, onde obteve-se a maior atividade enzimatica tanto para o substrato pNPG quanto
pNPX (Figura 18).

Este pH otimo foi observado para outras duas [B-Xilosidases de C. crescentus
purificadas e caracterizadas como a B-Xilosidase I, produto do gene xynB1 (GRACIANO et
al., 2012) e a B-Xilosidase 11, produto do gene xynB2 (CORREA et al., 2012).

Também foi observado este pH para a enzima bifuncional B-Glicosidase/B-Xilosidase,
produto do gene RubGX1 bacteriano estudado por abordagens metagenémicas (ZHOU et al.,
2012). A enzima multifuincional B-Glicosidase/p-Xilosidase/a-Arabinosidase do gene Bgxal
bacteriano estudado por abordagens metagendmicas, apresentou pH 6timo 6 para o substrato
pNPG, pH 8,5 e 6,5 respectivamente para os substratos pPNPX e pNPA (GRUNINGER et al.,
2014). Ainda apresentou pH 6,2 para uma [-Glicosidase extraida de uma bactéria anaerdbica
termofilica (PATCHETT et al., 1987) ¢ pH de 6 a 6,5 para uma B-Glicosidase de
Streptomyces sp. (ATCC 11238) (PEREZ-PONS et al., 1995).

As enzimas bifuncionais B-Glicosidase/p-Xilosidase do crustaceo Cardisoma armatum
apresentou pH étimo 5,6 (YA, 2014) e do fungo Mucor circinelloides apresentou pH 6timo 5
(YUHONG et al., 2014).
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Figura 18 — Efeito do pH na atividade enziméatica da B-Glicosidase/B-Xilosidase V
recombinante sobre o substrato sintético pNPG e pNPX e determinagdo do pH otimo. A
atividade de B-Glicosidase e B-Xilosidase foi mensurada por incubacdo da enzima com o0s
substratos pNPG (¢) e pNPX (=) na presenca de tamp&o Mcllvaine em pHs crescentes de 3 a
9. A reacdo foi incubada por 60 minutos a 50 ° C. Os valores foram apresentados em relagéo
ao pH que apresentou maior atividade (pH 6) como 100%.
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4.8.2 Determinacdo da temperatura 6tima

Apds a determinacdo do pH 6timo da enzima, foram testadas diferentes temperaturas
30, 40, 50, 60, 70° C. A atividade enzimatica foi determinada incubando-se a enzima
recombinante purificada em seu pH 6timo 6, com os substratos pNPG e pNPX 1mg/mL, por
60 minutos (Figura 19).

A temperatura 6tima foi de 50° C para o substrato pNPG e 60° C para 0 substrato
pNPX. No entanto, a 30° C, cerca de 78% da atividade da enzima ainda estava presente para
os dois substratos testados, e a 60° C, cerca de 69% e 78% da atividade da enzima ainda
estavam presentes para os substratos pNPG e pNPX respectivamente, demostrando que a
mesma possui atividade maior que 50% em temperaturas moderadamente frias e quentes.

Para outras duas B-Xilosidases de C. crescentus purificadas e caracterizadas como a f3-
Xilosidase | (GRACIANO et al., 2012) e a p-Xilosidase Il (CORREA et al., 2012), observou-
se a temperatura 6tima de 45 e 55° C, respectivamente.

Também foi observado a temperatura étima de 50° C para a enzima bifuncional -
Glicosidase/p-Xilosidase, produto do gene RubGX1 bacteriano estudado por abordagens
metagendmicas (ZHOU et al., 2012) e para uma B-Glicosidase de Streptomyces sp. (ATCC
11238) (PEREZ-PONS et al, 1995).

A enzima multifuincional B-Glicosidase/p-Xilosidase/a-Arabinosidase do gene Bgxal
bacteriano estudado por abordagens metagenémicas, apresentou 45° C de temperatura étima
para o substrato pNPG e 40° C para os substratos pPNPX (GRUNINGER et al., 2014).

As enzimas bifuncionais B-Glicosidase/p-Xilosidase do crustaceo Cardisoma armatum
apresentou temperatura otima de 60° C (YA, 2014) e do fungo Mucor circinelloides
apresentou temperatura étima de 50° C (YUHONG et al., 2014).
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Figura 19 — Efeito da temperatura na atividade enzimética da B-Glicosidase/B-Xilosidase V
recombinante sobre o substrato sintético pNPG e pNPX e determinacgdo da temperatura 6tima.
Aliquotas da enzima recombinante purificada foram incubadas com os substratos pNPG () e
pNPX (°) na presenca de tampdo Mcllvaine em pH 6 (pH 6timo). A reacdo foi incubada por
60 minutos a diferentes temperaturas de 30 a 70° C. Os valores foram apresentados em
relagcdo a temperatura que apresentou maior atividade (50° C para o substrato pNPG e 60° C
para o substrato pNPX) como 100%.
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4.9 Constante de Michaelis-Menten (Kp) e Velocidade méaxima (Vmsax) para 0s
substratos pNPG e pNPX

Os parametros cinéticos foram determinados utilizando os substratos pNPG e pNPX
nas condi¢cdes Otimas de pH e temperatura da enzima p-Glicosidase/p-Xilosidase V para cada
um destes substratos. A concentracdo dos substratos variou de 0,5 a 15 mM. Os valores dos
parametros cinéticos Kn, e Vmax foram calculados baseados no grafico de duplo-reciproco de
Lineweaver e Burk (1934), pois segue a cinética de Michaelis-Menten e apresentados
conforme Figuras 20 e 21.

O Ky, da B-Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus para 0 pNPG foi de 0,24 +
0,008 MM e 0 Vs foi de 0,041 + 0,001 uM/min. O K, da B-Glicosidase/p-Xilosidase V de
C. crescentus para 0 pNPX foi de 0,64 + 0,032 mM e 0 Vs foi de 0,055 + 0,002 uM/min. Os
estudos dos parametros cinéticos sugerem que embora a proteina recombinante purificada seja
multifuncional, esta apresenta uma atividade preponderante para [3-Glicosidase, porque uma
menor quantidade de substrato € necessaria para que a enzima atinja a metade da velocidade
méaxima (Kn, = 0,24 mM). Por outro lado, a habilidade da enzima em metabolizar diferentes
substratos confere a mesma, a possibilidade de ser aplicada com maior eficiéncia em
preocessos  biotecnoldgicos, principalmente aqueles que dependem da eficiente
desramificacdo da hemicelulose, como no caso da producdo de biocombustiveis a partir da
biomassa vegetal.

Para as outras duas B-Xilosidases de C. crescentus purificadas e caracterizadas como a
B-Xilosidase I, produto do gene xynB1, apresentou Ky, 2,89 + 0,13 mM e Vpa 1,4 + 0,04
HM/min (GRACIANO et al., 2012) e a B-Xilosidase Il, produto do gene xynB2, apresentou
Kmn 9,3+ 0,45 mM e Vpnax 402 + 19 pM/min (CORREA etal., 2012).

Foi observado para B-Glicosidase/p-Xilosidase, produto do gene RubGX1 bacteriano
um Ky 0,164 mM para o pNPG e 0,03 mM para o pNPX (ZHOU et al., 2012). A B-
Glicosidase/p-Xilosidase/a-Arabinosidase do gene Bgxal bacteriano apresentou uma
eficiéncia catalitica 100x maior para B-Glicosidase do que a p-Xilosidase e a-Arabinosidase
(GRUNINGER et al., 2014).
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Figura 20 — Representacdo gréafica das funcdes lineares (R?= 0,95) obtidas para a atividade p-
Glicosidasica da proteina recombinante na presenca de diferentes concentracdes do substrato
pNPG (0,5-15 mM). No gréfico duplo reciproco o eixo (y) corresponde a 1/V (velocidade) da
reacao enzimatica, o intercepto da reta no eixo (y) marca o ponto em que a enzima atinge a
metade de sua velocidade maxima e o eixo (x) corresponde a 1/[S] (substrato). O intercepto
no eixo (x) marca o ponto -1/K, que permite o caculo da constante de Michaelis-Menten
(Km) a qual indica a concentracdo de substrato usada pela enzima para alcancar a metade da
sua velocidade méaxima. Assim, os parametros cinéticos calculados a partir da equacéo da reta
obtida (y=ax+b) para a atividade de B-Glicosidase da proteina recombinante foram: Vpmax =
0,041 + 0,001 pM/min e K, = 0,24 + 0,008 mM.
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Figura 21— Representaco grafica das funcdes lineares (R?= 0,98) obtidas para a atividade
B-Xilosidasica da proteina recombinante na presenca de diferentes concentragdes do substrato
pNPX (0,5-15 mM). No gréafico duplo reciproco o eixo (y) corresponde a 1/V (velocidade) da
reacdo enzimaética, o intercepto da reta no eixo (y) marca o ponto em que a enzima atinge a
metade de sua velocidade méxima e o eixo (x) corresponde a 1/[S] (substrato). O intercepto
no eixo (x) marca o ponto -1/Km, que permite o caculo da constante de Michaelis-Menten
(Km) a qual indica concentracdo de substrato usada pela enzima para alcancar a metade da sua
velocidade méxima. Assim, os parametros cinéticos calculados a partir da equacdo da reta
obtida (y=axtb) para a ativida de B-Xilosidase da proteina recombinante foram: Vmax =
0,055 + 0,002 uM/min e Ky, = 0,64 £+ 0,032 mM.
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A comparacdo da sequéncia da proteina predita a partir do gene xynB5 de C.
crescentus usando o algoritmo Clustal W2 para proteina do NCBI evidenciou que a B-
Glicosidase/p3-Xilosidase V de C. crescentus apresenta aproximadamente 92% de identidade
com a B-Xilosidase da bactéria correlata C. segnis e aproximadamente 70% de identidade
com uma B-Xilosidase de Asticcacaulis excentricus, uma Gram-negativa que assim como
bactérias do género Caulobacter também pertence a Familia Caulobacteraceae (Figura 22 e
Tabela 11). Isto sugere uma elevada conservacdo para 0 gene xynB5 neste grupo de Alfa-
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C.cregcentus AVEVAKKADTVVMVLGDNEQT SREAWADHHL.GDRDSLDLMGO0NDLARATFDLGKETVVE 600
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Figura 22 — Comparacdo da sequéncia da proteina p-Xilosidase V/B-Glicosidase de C.
crescentus predita a partir da sequéncia do gene xynB5 com B-Xilosidases de outras bactérias.
As sequéncias protéicas preditas das trés enzimas mostradas em na Tabela 11 é comparada
através do alinhamento com o Programa Clustal W2 (EMBL: European Molecular Biology
Laboratory). O alinhamento foi estabelecido usando a matriz blosum, com gaps de 10
aminoéacidos, extensdes de gaps de 0,1, distancias entre gaps = 5 e sistema neighbor joing de
“clusteriza¢ao”. Os asteriscos ressaltam aminoacidos que sdo idénticos nas trés sequéncias
protéicas, os dois pontos as substituicbes conservativas e 0s pontos as substituicbes nao
conservativas que ocorreram entre as sequéncias durante o processo evolutivo nas trés
proteinas bacterianas alinhadas.

Tabela 11 — Comparacdo da sequéncia da proteina B-Glicosidase/B-Xilosidase V de C.
crescentus predita a partir da sequéncia do gene xynB5 com B-Xilosidases de outras bactérias.
Foi realizada a comparacdo do numero de aminoacidos e identidade entre estes aminoacidos
(%) das B-Xilosidases de C. crescentus, C. segnis e A. excentricus.

Microrganismo aa Microrganismo aa Identidade (%0)
C. crescentus 806 C. segnis 806 92,56
C. crescentus 806 A. excentricus 794 70,15
C. segnis 806 A. excentricus 794 71,54
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O resultado do alinhamento local fornecido pelo BLAST para proteinas ainda
evidenciou a presenca de dominios conservados ao longo da sequéncia dos 806 aminoacidos
da proteina predita B-Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus. Estd andlise sugere
fortemente que esta proteina pertence ao grupo 3 das Glicosil Hidrolases com um dominio
conservado denominado BglX, caracteristico em B-Glicosidases/B-Xilosidases que atuam no
espaco periplasmatico em Gram-negativas (YANG et al., 1996; VARGHESE et al., 1999)
(Figura 23— A).

Além destes dominios, foi encontrado na porcéo carboxi-terminal da proteina também
um dominio Fn3-like, ou seja, um dominio Fibronectin type IlI-like, cuja funcdo ainda nao
estd estabelecida para o grupo das B-Glicosidases/B-Xilosidases bacterianas. Segundo a
ferramenta Conserved Domain Architecture Retrieval (CDART) fornecida pelo NCBI (GEER
et al., 2002), a distribuicdo dos dominios GH3 (BlgX) e Fn3-like tal qual ocorre na B-
Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus e evidenciada pela figura 23—-A, também ocorre
em outras 93 hidrolases bacterianas, em 78 glicosidases bacterianas que provavelmente atuam
no espaco periplasmatico e em 39 glicosil hidrolases bacterianas de um modo geral. Estes
dados sugerem uma sintenia na distribuicdo destes dominios em diferentes bactérias,
indicando que provavelmente executam uma funcéo conservada nas proteinas envolvidas com
0 metabolismo de agUcares em bactérias Gram negativas.

Interessantemente, o perfil de atuacdo em nivel de diferentes substratos da GH3 -
Glicosidase/p-Xilosidase V de C. crescentus é relativamente diferenciado, quando comparado
com a GH43 B-Xilosidase I/a-L-arabinofuranosidase e GH39 B-Xilosidase Il da mesma
bactéria (Figura 23-B). O produto do gene xynB5, € capaz de atuar sobre diferentes substratos
como pNPX, pNPG e pNPA, divergindo do produto do gene xynB1 que atua sobre oNPX e
pNPA, mas apresenta atividade preponderante de p-Xilosidase (GRACIANO et al., 2012) do
produto do gene xynB2 que atua especificamente sobre pNPX (CORREA et al., 2012), n&o
apresentando atividade sob os demais substratos evidenciados na figura 23-B. Uma outra
caracteristica € o fato de que a BglX periplasmatica originalmente caracterizada em E. coli
(YANG et al., 1996) apresenta atividade preponderante de B-Glicosidase mas ndo de -
Xilosidase, ja o produto do gene xynB5 (Figura 23-B) codifica uma enzima multifuncional,
também com atividade preponderante para B-Glicosidase. O produto do gene RubGX1
bacteriano estudado por abordagens metagendmicas (ZHOU et al., 2011), também preserva
tanto a atividade de B-Xilosidase quanto a de B-Glicosidase, porque foi capaz de atuar sobre

ambos 0s substratos especificos destas enzimas. Embora tenhamos mostrado neste trabalho
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que o produto do gene xynB5 apresente niveis acanhados de atividade enzimatica quanto
comparados aos obtidos para B-Xilosidase 11 de C. crescentus (CORREA et al., 2012), este
apresenta a versatilidade degradar diferentes substratos, certamente apresenta-se aplicavel
como uma proteina bifuncional, com atividade glicosidasica e xilosidasica e portanto, sendo
um alvo interessante para ser usado em  processos biotecnoldgicos de sacarificacdo
simultanea de celulose e xilano, a seus produtos fermentaveis glicose e xilose,

respectivamente.

A
1 125 250 375 Son 625 750 a06
Glyco_hydro_3 superfamily
Glyco_hydro_3_C superfamily
B
Microrganismo Gene Atividade Atividade Atividade Fonte
Xilosidasica Glicosidasica Arabinofuranosidasica
B-Xil-V C. crescentus xynB5 PNPX pPNPG pPNPA Este estudo
+ + +
B-Xil-1 C. crescentus XxynB1 ONPX PNPG PNPA Graciano et
+ - + al.,, 2012
B-Xil-1l C. crescentus xynB2 pNPX pNPG pNPA Corréa et
+ = - al.,, 2012
B-Gli E. coli bglXx oNPX oNPG nd Yang et al.,
- + 1996
B-Xil (bactéria ndo RuBGX1 PNPX pPNPG nd Zhou et al.,
cultivavel) + + 2011

(+) presenca da atividade enzimatica; (-) auséncia da atividade enzimética; (nd) ndo determinado; pNPX: p-
nitrofenil-B-D-xilopiranosideo; oNPX: o-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo; pNPG: p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo; oNPG: o-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo; pNPA: p-nitrofenil-a-D-arabinofuranosideo.

Figura 23 — A proteina predita a partir do gene xynB5 sugere que a B-Glicosidase/p-
Xilosidase V de C. crescentus é uma GH3. (A) Dominios estruturais conservados estdo
presentes ao longo dos 806 aminoacidos que compdem a B-Glicosidase/p-Xilosidase V de C.
crescentus. BglX denota um dominio conservado para B-Glicosidase periplasmatica em
glicosil hidrolases do tipo 3 em bactérias Gram negativas. Assim, dois dominios conservados
para GH3 podem ser evidenciados ao longo da estrutura da proteina em (A), além do dominio
Fn3-like. (B) A presenga e auséncia de atividade enzimatica contra substratos especificos é
comparadas para B-Glicosidase/pB-Xilosidase V bem como outras duas diferentes [3-
Xilosidases de C. crescentus ja estudadas, E. coli e uma a p-Xilosidase de bactéria ndo
cultivavel caracterizada por abordagem metagenémica.
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho, o0 gene xynB5 de C. crescentus foi super-expresso em E. coli e a
proteina recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade usando colunas de niquel
-sepharosee. A enzima recombinante superexpressa e purificada B-Glicosidase/p-Xilosidase
foi caracterizada para suas duas possiveis atividades na presenca dos respectivos substratos
PNPG, pNPX e pNPA, com atividade predominantes para os dois primeiros substratos. Nestes
ensaios a proteina mostrou um pH 6timo igual a 6 para ambas as atividades preponderantes e
uma temperatura 6tima de 50 °C para B-Glicosidase e 60 °C para 3-Xilosidase. A avaliacao
dos parametros cinéticos para a B-Glicosidase/p-Xilosidase mostrou que a concentracdo de
substrato para a enzima alcancar a metade da velocidade méaxima é menor para pNPG do que
para pNPX, indicando uma maior especifidade para pNPG em relacdo a pNPX, conforme
previsto na anotacdo gendmica para a bactéria. Este foi o primeiro trabalho que mostrou a
caracterizagdo de uma hidrolase multifuncional para trés diferentes substratos em C.
crescentus e representa uma caracteristica interessante para ser explorada em processos
biotecnologicos que dependem da liberacdo de aglcares de 5 e 6 carbonos, podendo atuar em
coquetéis enzimaticos associadas a outras enzimas ja caracterizadas da bactéria para uma

maior eficiéncia na desconstrucéo da biomassa vegetal.
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