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Resumo

A metagendmica permite estudar diretamente o material genético presente em uma
amostra ambiental e quando aliada a bioinformatica possibilita explorar o papel de novos genes e
proteinas. A constante diminuicdo na quantidade de combustiveis fosseis e seus efeitos na
economia global e no meio ambiente tém acelerado as pesquisas sobre combustiveis alternativos
como, por exemplo, o etanol de segunda geracdo, o qual pode ser obtido a partir de biomassa
vegetal. No entanto, o processo necessita que o material lignocelulolitico seja hidrolisado
previamente por enzimas, para o fornecimento de agtlicares fermentesciveis. As -glicosidases séo
enzimas que participam da etapa final de degradacdo de celulose em glicose e sdo, portanto,
consideradas passo limitante no processo. Muitas B-glicosidases jd foram descritas, entretanto
exercam sua atividade em temperaturas mais baixas. Neste sentido, o presente trabalho tratou da
busca por B-glicosidases da familia GH1 utilizando sequéncias obtidas a partir de um estudo
metagendmico de rios e lagos da Amazonia, realizado em nosso laboratorio. Foram encontradas 3
fases abertas de leitura (ORFs) correspondentes a esta classe de enzimas e uma delas foi
selecionada para ser produzida em E.coli de forma recombinante e ser caracterizada
bioquimicamente. A sequéncia que codifica a proteina denominada AmBgl1-LP foi clonada em
vetor pET-28a e expressa em E.coli, rendendo uma enzima com massa molecular de 53,7 kDa.
Os ensaios de atividade enzimatica revelaram que a enzima é ativa em pH 6timo de 5,5 e
temperatura 6tima de 35 °C. Além disso, a enzima possui um Ki para glicose de 23 mM. A
enzima aparentemente nao realiza transglicosilacdo, frente aos ensaios com o substrato pNPRGli.
Aparentemente a enzima sofre inibicdo por este substrato em concentracdes maiores que 10 mM.
A AmBgl1-LP mostrou-se capaz de hidrolisar celobiose, além de pNPBGal e pNPBFuc. Desta
forma, a enzima mostra-se promissora para utilizacdo em coquetéis para degradacdo de biomassa.

Palavras-chave: B-glicosidase, toleréncia a glicose, metagenoma, glicosil hidrolases, expresséo
recombinante, transglicosilacéo.
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Abstract

Metagenomics studies allow the direct analysis of a genetic material in an
environmental sample and when linked to bioinformatics it gives a powerful tool to explore the
role of new genes and proteins not studied before. Constant decreases in the quantity of fossil
fuels and their effects in the global economy and natural environment has accelerated researches
in alternative fuels such as the second generation ethanol, which can be produced by vegetation
biomass. However, this process demands previous hydrolysis of the lignocellulolytic material by
hydrolytic enzymes to provide fermentable sugar. B-glucosidases are enzymes which plays an
important role at the final step of cellulose breakdown to glucose, thus being considered the rate
limiting enzyme in this process of biomass degradation. Many (-glucosidases are already known,
however there is an interest to find new enzymes which are tolerant to glucose inhibition and
which exhibits high activity at lower temperatures. In this study we searched for B-glucosidases
(GH1) using sequences from a metagenomics database from rivers and lakes in the Amazon
region developed in our laboratory. We found 3 complete open reading frames (ORFs) related to
B-glucosidases and one of them was selected to be produced in E.coli in a heterologous way and
to be biochemically characterized. The coding sequence of the protein named AmBgl1-LP was
cloned in the plasmid pET-28a and produced an enzyme which has a molecular mass of 53,7
kDa. The enzymatic assays showed that the enzyme was active with an optimum pH of 5.5,
optimum temperature of 35 °C and had a Ki for glucose of 23 mM. The enzyme does not
apparently perform transgycosylation, according to the assays for pNPBGIlu substrate.
Supposedly, AmBgl1-LP suffers inhibition by pNPBGIlu on concentrations higher than 10 mM.
The enzyme showed to be capable of hydrolyzing cellobiose, pNPBGal and pNPBFuc. Thus, the
enzyme is promising for use in cocktails for degradation of biomass.

Keywords: B-glucosidases, glucose tolerant, metagenome, glycosil hydrolases, heterologous
expression, transglycosylation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Abordagem Metagenomica

A abordagem da metagendmica se baseia no estudo do material genético de
microorganismos pela extracdo direta do DNA presente em uma amostra ambiental (Handelsman
et al., 1998). Diferentemente da microbiologia e da gendmica cléssica para o sequenciamento de
genomas microbianos, a metagendmica possibilita, por meio da anélise dos genes de rRNA 16S
ou 18S, produzir um perfil de microorganismos totais presentes em uma amostra ambiental sem a
necessidade de cultivo dos mesmos (Hugenholtz et al., 1998; Handelsman et al., 1998). A
metagendmica possui duas abordagens diferentes em relagdo aos objetivos de estudo: a analise
baseada na sequéncia e a analise baseada na funcéo (Handelsman et al., 2004).

A analise baseada na sequéncia utiliza de marcadores filogenéticos que indicam o
grupo taxondmico dos organismos presentes em uma amostra por meio da analise de sequéncias
conservadas como, por exemplo, a do gene de rRNA 16S; este tipo de abordagem produziu a
primeira sequéncia gendmica ligada ao gene de rRNA 16S de uma arqueobactéria ndo-cultivavel
pelo grupo de DelLong (Stein et al., 1996).

Além do foco baseado em marcadores filogenéticos também é possivel realizar o
sequenciamento do DNA total das amostras e uma busca funcional de genes. Este tipo de busca,
quando realizado um trabalho massivo de anotacdo génica por bioinformética, caracteriza a
metagendmica funcional e representa uma abordagem poderosa na descoberta de novos genes e
proteinas a partir de microorganismos nado-cultivaveis (Steele & Streit, 2005) podendo ser

aplicada a diversos ambientes ainda ndo explorados.



1.2 Glicosil hidrolases da familia 1: B-glicosidases e aplicac6es

A imensa variedade de formas dos carboidratos € acompanhada também por uma
grande quantidade de enzimas envolvidas em seu metabolismo. As glicosil-hidrolases séo
enzimas chave no metabolismo de carboidratos e sdo encontradas em arqueobactérias,
eubactérias e eucariotos (Henrissat, 1991).

Com o surgimento crescente de milhares de glicosil hidrolases foi sugerida
realizar uma classificacdo destas enzimas baseadas em suas sequéncias de aminoacidos
(Henrissat, 1991), a qual foi atualizada diversas vezes (Henrissat & Bairoch, 1993, 1996) até que
estas enzimas passaram a ter suas familias classificadas e atualizadas no banco de dados do
CAZy (carbohydrate-active enzymes database) (http://www.cazy.org), o qual atualmente conta
com 135 familias de glicosil hidrolases.

As glicosil hidrolases da familia 1 (GH1) representam uma das maiores familias
desta classe de enzimas com cerca de 13228 sequéncias depositadas no CAZy. As GH1
compreendem enzimas com um grande numero de atividades conhecidas, entre elas temos: -
glicosidases, B-galactosidases, 6-fosfo-p-galactosidase, 6-fosfo-B-glicosidases, B-manosidases, -
glucuronidases, B-xilosidases, exo- 3-1,4-glucanase, entre varias outras funcionalidades; sendo as
B-glicosidases e B-galactosidases as enzimas mais caracteristicas dentro desta familia.

O mecanismo de acdo pelo qual as B-glicosidases hidrolisam seu substrato se
inicia com sua ligagdo ao sitio ativo da enzima, que contém um par de acidos carboxilicos
conservados (McCarter & Withers, 1994). Primeiramente ocorre a etapa de glicosilacdo, na qual
o glicosideo é protonado por um dos acidos, sendo um catalisador acido/base, enquanto também
sofre um ataque no centro anomeérico pelo outro acido carboxilico resultando na formacéo de um
intermediéario glicosil-enzima. Este intermediario glicosil-enzima sofre hidrélise em um segundo
passo de deglicosilacdo por um ataque da agua atuando como base no centro anomérico do
substrato, a qual adiciona uma hidroxila em um dos residuos de glicose restantes liberando-os da
enzima (McCarter & Withers, 1994).
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Figura 1: Mecanismo de hidrolise de ligagdes B-glicosidicas para as B-glicosidases, do tipo de retencdo da

configuracdo do substrato. (modificado de Li K. et al, 2014)

A constante diminuigdo na quantidade de combustiveis fosseis e seus efeitos na
economia global e no meio ambiente tem acelerado as pesquisas em combustiveis alternativos
como por exemplo o etanol de segunda geracdo. O bioetanol obtido de biomassa lignocelulésica
vem sendo considerado uma fonte em potencial de combustivel alternativo devido ao fato de ter a
celulose como matéria prima, que € o componente principal das células de plantas, sendo
renovavel e abundante em nosso planeta (Lynd et al., 2002). A biomassa pode ser hidrolizada
enzimaticamente para produzir glicose, a qual pode ser utilizada na produgéo de etanol a partir de

processos fermentativos.

Existem muitas enzimas que sdo necessarias para a completa hidrdlise da
biomassa como por exemplo as celulases, pectinases, ligninases, xilanases, entre outras, sendo
que as celulases desempenham a maior parte do trabalho ja que a biomassa vegetal é composta de

40% de celulose (Singhania et al., 2013). O sistema celulolitico € um complexo multi-enzimatico



composto basicamente por trés enzimas diferentes: as exoglucanases, endoglucanases e [3-
glicosidases, as quais atuam conjuntamente para a completa hidrélise da celulose (Emert et al.,
1974; Whitaker, 1971). As fibras de celulose sdo hidrolisadas primeiramente pelas
endoglucanases, que conseguem atuar no meio das grandes cadeias deste oligosacarideo
liberando fragmentos menores com extremidades redutoras e ndo-redutoras. Apds a hidrolise
pelas endoglucanases as exoglucanases atuam nestes fragmentos menores liberando como
produto a celobiose, a qual € um dissacarideo que ¢ hidrolisado em mondmeros de glicose pelas

B-glicosidases (Singhania et al., 2013).

Por participarem da etapa final de hidrolise da celulose, as B-glicosidases sdo
consideradas enzimas de um passo limitante em todo o processo de hidrélise enzimatica.
Entretanto, um grande problema esta na inibigdo das B-glicosidases pelo seu produto de reacéo
que é a glicose, sendo que este processo de feedback negativo ocorre também com outras
celulases. O acimulo de glicose inibe as B-glicosidases, gerando um acumulo de celobiose, a qual
inibe as endoglucanases e exoglucanases, comprometendo assim todo o processo de hidrolise
enziméatica da celulose (Lynd et al.,, 2002). Devido a importancia das B-glicosidases neste
processo de hidrélise enzimatica da celulose grandes esforcos vém sendo realizados na busca de
enzimas tolerantes a inibicdo por glicose. Sendo assim o presente trabalho teve como foco
identificar novas B-glicosidases da familia GH1 pela abordagem metagendmica, caracteriza-las

bioquimicamente e avaliar as suas tolerancias perante a inibi¢do por glicose.

2 OBJETIVOS

Dada a importancia da metagendmica na identificacdo de organismos e de novos
genes de interesse biotecnologico e da utilizagdo das B-glicosidases em diversos processos
industriais relacionados a degradacdo de celulose, o presente trabalho teve como objetivo geral
realizar uma busca por uma B-glicosidase da familia GH1 no metagenoma do Lago Poraqué da

regido amazonica, além de sua produgdo recombinante e estudos funcionais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Busca por sequéncias de -glicosidases em banco de dados local.

e Analise bioinformatica das sequéncias de DNA e aminoacidos da AmBgl1-LP.



e Construcdo de vetor de expressao em E.coli.

e Expressdo heterologa da AmBgl1-LP em E.coli.

e Purificacdo da AmBgI1-LP.

e Caracterizagdo enziméatica da AmBgl1-LP, avaliando parametros como temperatura
otima, pH 6timo, Km, Vmax e Kcat para os substratos pNPBGIi e celobiose.

e Avaliacgdo de atividade de transglicosilacdo paraa AmBgl1-LP.

e Auvaliagdo da tolerancia da AmBgl1-LP a inibicdo por glicose.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Busca por glicosil-hidrolases da familia 1 em dados de metagenoma e escolha da
AmBgll-LP

O trabalho foi realizado em parceria com a Petrobras e € parte do trabalho de
doutorado da Dra. Danyelle Toyama. O metagenoma foi realizado coletando-se amostras de 13
regides diferentes entre o Rio Solimdes, Rio Urucu, Rio Purus e lagos adjacentes entre o0s
municipios de Manaus e Coari no estado do Amazonas (Toyama et al., 2016) (Santos-Junior et
al., 2017). Apenas as sequéncias obtidas do material coletado na regido do Lago Poraqué (LP)
foram utilizadas neste trabalho. A coleta no Lago Poraqué foi realizada na comunidade Esperanca
Il da Costa de Santa Rosa no municipio de Coari, que se localiza a aproximadamente 400 km a
montante de Manaus tendo o Rio Solimbes como referéncia. O lago tem 1,8 m de profundidade
sendo que as amostras foram coletadas na profundidade de 1 m para evitar a retirada de
sedimento do fundo do mesmo. A temperatura da agua era de 26,6°C e o pH de 5,0. O tipo de
agua neste ponto ¢ chamada de “dgua preta”, a qual possui pouco sedimento em suspensao porém
é rica em matéria organica dissolvida e possui pH &cido (entre 4 e 5). Para obter bactérias e
archaeas, procedeu-se uma filtragem prévia de algas e sedimentos da 4gua com membranas AP
20 de microfibra de vidro com 142 mm de diametro (Millipore®) e Isopore 5 um de
policarbonato com 142 mm de diametro (Millipore®). As bactérias e archaeas foram obtidas pela
passagem da agua através de um filtro de PVDF (fluoruro de polivinilideno) de 0,22 pm
(Sterivex GV Millipore®). O DNA destes microorganismos foi extraido com o kit Metagenomic
DNA from Environmental Water Samples (Epicentre), e entdo sequenciado pelo uso da
plataforma HiSeq1000 (Illumina). O sequenciamento da amostra de agua do Lago Poraqué gerou
82.419.764 reads, 306.091 ORFs e 233.575 contigs com um valor de qualidade Phred médio de



36 por read. As sequéncias foram organizadas e anotadas em um banco de dados chamado
Amazon River Project em nosso laboratorio. A anotagdo foi baseada na funcionalidade dos genes.

A busca por dominios conservados de GH1 no metagenoma do Lago Poraqué
iniciou-se utilizando a plataforma Pfam (Protein Families Database) (Finn et al., 2014) que é uma
base de dados de familias de proteinas que incluem suas anotagdes e alinhamentos de mdaltiplas
sequéncias gerados pelo uso dos modelos ocultos de Markov (HMM). Para isto foi utilizado o
namero de acesso “PF00232” que ¢ referente a esta familia de proteinas e ent8o foi realizado o
download do alinhamento de 13 sequéncias “seed”, as quais sdo sequéncias ja trimadas e no qual
o perfil do modelo oculto de Markov para a familia de proteinas € montado. O perfil de modelo
oculto de Markov é basicamente uma analise estatistica probabilistica que aplicada as multiplas
sequéncias de proteinas em um banco de dados nos mostra 0os aminoacidos com maior
probabilidade de estarem localizados em uma posi¢do especifica em uma cadeia polipeptidica
pela comparacdo dessas sequéncias, desta forma gerando uma sequéncia consenso com 0S

aminoacidos mais conservados.

Em seguida as sequéncias foram tratadas no software BioEdit (Tom Hall, 1999)
para a retirada dos gaps e foram utilizadas em um alinhamento no software Clustal Omega, o
qual possibilita realizar alinhamentos entre mais de duas sequéncias utilizando o perfil HMM,
para gerar uma sequéncia consenso modelo que apresenta os aminoacidos mais conservados em
proteinas da familia GH1. O alinhamento no software Clustal Omega gerou uma sequéncia
consenso chamada de “consensoGH1” a qual foi trimada manualmente. A sequéncia consenso
final foi entdo utilizada como sequéncia query em um alinhamento de aminoacidos utilizando
BlastP contra as ORFs traduzidas presentes no banco de dados de contigs do metagenoma do
Lago Poraqué. As sequéncias com E-value menores que 1. foram selecionadas para analise da
possivel proteina traduzida utilizando a ferramenta Translate Tool do Expasy (SIB) e entdo uma
dentre 26 sequéncias encontradas, que se apresentava completa com codon de iniciacdo e
terminacéo, foi escolhida para prosseguir com os experimentos de clonagem e recebeu 0 nome de
AmBgI1-LP.



3.2 Expressao heteréloga da AmBgl1-LP em Escherichia coli
3.2.1 Clonagem

Para a expressao heterdloga da ORF AmBgl1-LP em bactéria foi escolhido o vetor
pET-28a (Novagen) que possui 0 promotor T7 em sua sequéncia, o qual propicia altos niveis de
expressdo génica na presenca da RNA polimerase T7. As enzimas de restricdo utilizadas na
clonagem do gene de interesse foram Nde-I e BamH-1, as quais ndo possuem sitios de restricdo na
sequéncia de nucleotideos do gene AmBgl1-LP e possibilitam a sua clonagem no vetor pET-28a
em fusdo com uma cauda de histidinas nas porcdes N-terminal ou C-terminal da proteina

recombinante.

Os primers desenhados para a clonagem, AmBgl1-LPpETF e AmBgI1-LPpETR,
possuem em suas sequéncias os sitios de restricdo para Nde-1 e BamH-I respectivamente, além de
trés adeninas nas extremidades dos mesmos como facilitadores para a ancoragem das enzimas de
restricdo no processo de digestdo do produto de PCR. Neste caso o cddon terminador da traducéo
do gene da AmBgl1-LP foi mantido no primer reverso para que fosse codificada uma cauda de
histidinas apenas na por¢do N-terminal da proteina recombinante. A construgdo final adicionou
20 amino&cidos na porcdo N-terminal da proteina recombinante, incluindo a cauda de histidinas e
outros aminoéacidos provenientes do vetor na seguinte sequéncia:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH; aumentando a massa molar da AmBgl1-LP de 51,6 kDa para

aproximadamente 53,7 kDa. Os primers utilizados na clonagem estéo representados abaixo:
AmBgI1-LPpETF: AAACATATGCGTAATTTTCCGAAAGGT
AmBgI1-LPpETR: AAAGGATCCTCAATCTAGAGCGTTACGCG

Para a obtencdo da ORF da AmBgl1-LP foi realizada uma reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando 6 e 3 ng de DNA metagenémico do Lago Poraqué (LP), 0,6 U de
Pfu DNA polimerase (Thermo Scientific), 0,2mM de dNTPs, 10 pMol dos primers AmBgl1-
LPpETF e AmBgI1-LPpETR e tampéo Pfu MgSQO4 plus 1X (Thermo Scientific) em um volume
final de 50 pL. Apds a amplificacdo, o produto de PCR foi submetido a uma eletroforese em gel
de agarose 1% e purificado do mesmo com o Kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-up System”
(Promega).



O plasmideo pET-28a e o produto de PCR contendo o gene da AmBgll-LP
purificado foram clivados com as enzimas Nde-1 e BamH-I (Thermo Scientific) em reacOes
separadas contendo 3 pug de DNA, 5 U das enzimas de restri¢io e tampdo Orange™ 1X (Thermo
Scientific) em um volume final de 50 uL. As rea¢des foram incubadas em banho a 37°C por 16h

e apos este periodo as enzimas foram inativadas por aquecimento a 65°C por 20 minutos.

Em seguida, os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% (Invitrogen) para confirmacdo da clivagem e as bandas referentes ao vetor clivado
(5,3 Kb) e ao gene AmBgl1-LP (1,4Kb) foram recuperadas do gel com auxilio do Kit “Wizard
SVGel and PCR Clean-up System” (Promega). A reacao de ligagdo foi preparada seguindo a
relacdo molar de inserto-plasmideo na proporcéo de 5:1. Para isto foi utilizado 1 U da enzima T4
DNA Ligase (Invitrogen), tampédo da ligase 1X (Invitrogen), 50 ng de plasmideo e 65 ng de
inserto em um volume final de 20 pL de reacdo, a qual foi incubada a 4°C por 16 horas.
Posteriormente, a mistura de ligacdo foi utilizada para transformar células de Eschericia coli
linhagem DH5a CaCl, competentes. Para tanto, 2 L da reagdo de ligagdo foram adicionados a
200 pL de células quimio-competentes, seguido de incubagdo a 42°C por 90 segundos e posterior
resfriamento em gelo por 1 minuto para a efetivacdo do choque térmico. Em seguida foram
adicionados 800 pL de meio de cultura LB-Broth as células e estas foram incubadas em banho a
37°C por 45 minutos. Para o plaqueamento, 200 puL da mistura foram dispensados sobre placas
de Petri contendo 15 mL de meio LB-Broth &gar e 25 pg/mL de antibidtico kanamicina. As
placas foram incubadas por 16 horas a 37°C em estufa e 6 colonias isoladas foram escolhidas

para buscar col6nias recombinantes por PCR de colénia.

Trés clones positivos foram inoculados em 5 mL de meio LB Broth liquido por
aproximadamente 16 horas a 37 °C para a extracdo do DNA plasmidial, a qual foi realizada por
lise alcalina utilizando o auxilio do kit “QIAprep® Spin Miniprep kit” (Qiagen). A confirmacao
da insercdo do gene de interesse em correta fase de leitura foi feita por sequenciamento pelo
método de terminagdo de cadeia desenvolvido por Sanger (Sanger, 1977) no equipamento
MegaBace 1000 (GE Healthcare Life Science) utilizando o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator
Kit (MegaBACE™). Para este procedimento foram utilizados aproximadamente 300 ng de
plasmideo e 1 pMol de primers T7 promoter e T7 terminator em reagGes separadas.



3.2.2 Expressédo e purificagdo da AmBgl1-LP

As células de E. coli linhagem Rosetta (DE3), utilizadas para expressao
heter6loga, possuem o fragmento DE3 que codifica a RNA polimerase do bacteriéfago T7, a qual
se liga fortemente ao promotor T7 do vetor pET-28a, garantindo uma alta expressdo génica. Esta
cepa também possui 0 gene da T7 RNA polimerase regulado pelo repressor lac, uma molécula
naturalmente produzida pela bactéria que inibe a transcricdo do gene da T7 RNA polimerase no
sitio DE3. Este repressor, porém, se complexa com a alolactose ou analogos como o IPTG
(Isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo) quando presentes no meio, e isto faz com que o repressor
perca a afinidade ao operador da regido controladora do gene da T7 RNA polimerase, garantindo
assim a sua transcri¢do e inicio da expressdo do gene de interesse sob efeito do promotor T7.
Além destes elementos, esta cepa também possui genes para tRNAs codificados em plasmideos
resistentes ao antibidtico cloranfenicol, especificos para os codons AUA, AGG, AGA, CUA,
CCC e GGA, que sdo raramente utilizados pela E. coli, permitindo a expressdo de proteinas
heterélogas que possuam estes codons neste hospedeiro.

O procedimento de transformacdo quimica das células competentes de E. coli
Rosetta (DE3), utilizando o plasmideo pET-28a_AmBgl1l-LP, ocorreu da mesma maneira
descrita para a linhagem DHS5a e, apos o crescimento de colonias na placa, uma delas foi
inoculada em 5 mL de meio LB Broth acrescido de 25 pg/mL dos antibidticos kanamicina e
cloranfenicol. Este pré-indculo foi mantido em shaker sob agitacdo constante de 250 rpm a 37°C
por 16 horas. Apds este periodo 500 uL do pré-indculo crescido foram adicionados a 50 mL do
indculo contendo meio LB Broth, o qual foi mantido sob agitacdo constante de 200 rpm a 37°C
por aproximadamente 2 horas, etapa em que as células estavam na fase exponencial de
crescimento com densidade Optica (D.O) de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm, medida em
espectrofotdbmetro U-5100 Hitachi. Neste momento foi coletada uma aliquota de 1 mL do inéculo
como controle ndo induzido e entdo foi adicionado IPTG (Isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo)
ao mesmo em uma concentracédo final de 0,4 mM para iniciar a indugéo da AmBgl1-LP. A partir
de entdo, aliquotas de 1 mL foram coletadas do ino6culo nos periodos de 1, 2, 3, 4 e 21 horas de
inducdo, realizada a 37°C com 200 rpm, para avaliacdo da producéo da proteina recombinante em
SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970). Apds o periodo de 21 horas de inducdo, as células foram
coletadas, centrifugadas a 15000 g a 4°C por 5 minutos em centrifuga Sorvall RC-5C Plus,
ressuspendidas em tampédo de lise pH 8,0 (NaCl 100 mM, NaH2POs 50 mM, Tris 10 mM) e
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submetidas a lise celular por meio de sonicacdo em 8 repeticdes de 59,9 segundos, com intervalos
de 30 segundos & uma amplitude de 14%, utilizando o sonicador Sonic Desmembrator 500
(Fisher Scientific).

Em seguida, o produto de lise celular foi novamente centrifugado a 20000 g a 4°C
por 15 minutos em centrifuga Sorvall RC-5C Plus para separacdo das fracGes sollveis e
insollveis de proteinas, sendo coletados 500 pL de sobrenadante ¢ 500 puL do precipitado
ressuspendido em 5 mL de tampdo de lise pH 8,0, os quais foram utilizados para posterior analise
em um teste de solubilidade em SDS-PAGE 12%.

Apos lise celular, a fragdo de proteinas sollveis correspondente a 21h de inducéo
foi submetida ao processo de purificagao por afinidade em coluna com resina de niquel “Ni-NTA
Superflow” (Qiagen). O processo de purificagdo por afinidade molecular nesta coluna se baseia
na ligacdo entre a proteina alvo e o ligante imobilizado na resina. A proteina recombinante
expressa em pET-28a possui em sua regido N-terminal uma cauda com 6 histidinas, as quais
possuem um anel de imidazol que possui afinidade pelo ligante imobilizado na coluna, o0 Ni-NTA
(niquel — &cidonitrilacético). Isto implica em uma forte ligacdo da proteina recombinante na
coluna e que permite a sua purificagdo em uma Unica etapa. Para a eluicdo da proteina foi
utilizado tampéo de lise pH 8,0 com crescentes concentragdes de imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e
250 mM), o qual compete com a proteina pela ligacdo ao ligante na coluna, liberando a proteina
na forma pura. Em seguida estas fracbes foram analisadas em SDS-PAGE 12% e as
correspondentes a proteina pura foram submetidas a dialise em membranas de celulose (Pierce
SnakeSkin™ 3,500 MWCO) em tamp&o PBS pH 8,0 (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10
mM, KH2PO4 1,8 mM), sendo realizadas 3 trocas de tampdo em uma proporcao de proteina —
tampdo de 1:1000 (V/V). O processo ocorreu sob agitacdo suave a 4 °C por aproximadamente 20
horas. Apos o processo de didlise a proteina foi filtrada em filtros com porosidade de 0,22 uM
(Milipore) e quantificada pelo método do acido bicinchonico (BCA) (Walker, 1994) utilizando o
kit BCA protein assay reagent (Thermo Scientific).

3.3 Caracterizacao enzimatica da p-glicosidase
Os ensaios enzimaticos foram realizados utilizando p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (pNPBGli) e celobiose como substratos. O pNPBGli é similar a celobiose que é

um dos substratos naturais das [3-glicosidases, com a diferenca de que este possui uma molécula
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de p-nitrofenolato ligada a glicose por uma liga¢ao B-1,4, ao invés de dois residuos de glicose
como no substrato natural. Quando hidrolisado o p-nitrofenolato apresenta cor amarelada em pH

basico e pode ter sua absorbancia lida a 400-420 nm em espectrofotdmetro.

Inicialmente, para verificar se a enzima estava ativa, foi realizado um ensaio
qualitativo no qual foi preparada uma reacdo em microtubo de 1,5 mL adicionando 25 pL de
pNPBGli 10 mM, 5 pL da enzima AmBgl1-LP com massa final de 100 ng e 70 pL de tampéo
acetato de sddio pH 5,0. A reacéo foi incubada por 30 minutos a 50 °C e ap0s este tempo foram
adicionados 100 pL de glicina NaOH 0,4 M pH 10,8 para interromper a reacdo. Como a
coloracdo da mistura mudou de transparente para amarelo em comparacdo com o controle sem

enzima, nds consideramos que a mesma estava ativa hidrolisando o pNPBGli.

Apobs verificar que a enzima estava ativa foi avaliado o seu pH 6timo de atividade.
Para isto foram preparadas reacdes em placas de 96 pogos com fundo reto colocando 25 pL de
pNPBGIli 10 mM, 5 pL de enzima AmBgl1-LP com massa total de 100 ng e 70 pL de tampé&o
universal de Davies (acido citrico 110 mM, potassio diidrogeno fosfato 100 mM, tetraborato de
sodio 95 mM, tris hidroximetil aminometano 100 mM, cloreto de potassio 100 mM), variando o
pH de 3 a 9 em intervalos de 0,5 a cada medida (Davies, 1959). As reacdes foram incubadas a 30
°C por 15 minutos e interrompidas com a adi¢do de 100 pL de glicina-NaOH 0,4 M pH 10,80. A
absorbancia resultante foi lida em espectrofotometro PerkinElmer Victor3™ com comprimento
de onda de 420 nm. Todas as medidas foram feitas em quintuplicata. O pH que apresentou

maiores valores de absorbancia foi definido como tendo atividade relativa de 100%.

Para o0 ensaio de temperatura 6tima foram preparadas reacdes em placas de 96
po¢os com fundo reto adicionando 25 pL de pNPBGli 10 mM, 5 pL de enzima AmBgl1-LP com
massa total de 100 ng e 70 pL de tampdo universal de Davies pH 5,5 (Davies, 1959). As reacOes
foram incubadas em diferentes temperaturas, variando de 30 °C a 70 °C em intervalos de 5 °C,
por 15 minutos e interrompidas com a adicdo de 100 pL de glicina-NaOH 0,4 M pH 10,80. A
absorbancia resultante foi lida em espectrofotometro PerkinElmer Victor3™ com comprimento
de onda de 420 nm. Todas as medidas foram feitas em quintuplicata. A temperatura que

apresentou maiores valores de absorbancia foi definida como tendo atividade relativa de 100%.
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No ensaio de termoestabilidade foram avaliadas as seguintes temperaturas: 20, 30,
35, 40, 50 e 60 °C; nos tempos de 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. Para isto aliquotas de 200
puL de AmBgl1-LP foram pré-incubados nestas temperaturas e tempos descritos acima. Apds isto
foram realizados ensaios de atividade da seguinte maneira: 50 pL de AmBgl1-LP, equivalente a
100 ng de enzima, mais 50 pL de substrato pNPBGli 4 mM, diluido em tampao citrato-fosfato de
sodio pH 6,0 (acido citrico 18 mM, fosfato de sodio dibasico 62 mM), foram pipetados em placas
de 96 pocos de fundo reto e incubados a 35 °C por 20 minutos. A cada 5 minutos, até o tempo
final de 20 minutos, um grupo de reacdes era interrompido pela adicdo de 100 pL de carbonato
de s6dio 0,5 M e tinham suas absorbancias resultantes lidas em espectrofotémetro PerkinElmer
Victor3™ com comprimento de onda de 420 nm. Os coeficientes angulares das retas formadas
pelas medidas de quatro tempos (5, 10, 15 e 20 minutos) de atividade, de cada tempo e
temperatura de pré-incubacdo, foram pontuados em um grafico de atividade residual por tempo
de incubacdo para cada temperatura analisada. A temperatura de pré-incubacdo em conjunto com
o tempo de pré-incubacdo que apresentaram maiores valores de absorbancia foram definidos

como tendo atividade residual de 100%.

Para os ensaios de cinética enzimatica as reacdes foram realizadas utilizando 50
pL de concentracdes crescentes de pNPBGli (0,05; 0,1; 0,15; 0,25; 0,4; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5;
4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19 e 20 mM final) preparado em tampéo
citrato-fosfato de sodio pH 6,0 e 50 pL de AmBgl1-LP (87 ng). A mistura foi incubada a 35°C
por 40 minutos, com interrupc@es a cada 10 minutos pela adi¢do de 100 uL de carbonato de sodio
0,5 M e tiveram suas absorbancias resultantes lidas em espectrofotometro ELx800 (BioTek) com
comprimento de onda de 415 nm (Tamaki et al., 2014). Os coeficientes angulares das retas
formadas pelas medidas de quatro tempos (10, 20, 30 e 40 minutos) de atividade para cada
concentracdo de substrato foram pontuados em um grafico de velocidade iniciais. Os parametros
cinéticos como Kcat, Vmax e Km foram determinados pelo ajuste dos dados das curvas de v0/[S]

utilizando a equagéo de Michaelis-Menten.

Ensaios com celobiose também foram executados para a -glicosidase. Para isto as
reacOes foram preparadas com 50 pL de concentracdes crescentes de celobiose (0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5;0,6;0,7;0,8;0,9; 1; 2; 3; 4, 5; 6; 7; 8; 9; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 24; 28; 32; 36 e 40 mM) em
tampéo citrato-fosfato de sodio pH 6,0, mais 50 uL de AmBgI1-LP (87 ng). A mistura foi
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incubada a 35°C por 16 minutos, com interrupgdes a cada 4 minutos por fervura. Apds decorrido
este tempo a deteccdo da glicose liberada foi feita utilizando o kit Glicose-PP (Analisa™ - Gold
Analisa Diagnostica, Belo Horizonte, MG) em espectrofotdmetro ELx800 (BioTek) com
comprimento de onda de 490 nm. Os coeficientes angulares das retas formadas pelas medidas de
quatro tempos (4, 8, 12 e 16 minutos) de atividade para cada concentracdo de substrato foram
pontuados em um grafico de velocidade iniciais. Os parametros cinéticos como Kcat, Vmax e
Km foram determinados pelo ajuste dos dados das curvas de vO/[S] utilizando a equacdo de
Michaelis-Menten utilizando os softwares Enzfitter (Leatherbarrow, 1987), GraphPad Prism v.
6.00 e OriginPro v. 8.00.

Ensaios para avaliar a possivel ocorréncia de transglicosilacdo foram efetuados
medindo a liberacdo de p-nitrofenolato e glicose a partir do substrato pNPBGIli. Para isto as
reacOes foram preparadas da seguinte maneira: em placas de 96 pogos de fundo reto foram
adicionados 50 pL de concentragdes crescentes de pNPBGli (0,1; 0,25; 0,4; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 7; 9;
11; 13; 15; 17 e 20 mM), dissolvido em tampdo citrato-fosfato de sodio pH 6,0 e 50 pL de
AmBgI1-LP (87 ng). As placas foram incubadas a 35 °C por 20 minutos, com interrupcdes a cada
5 minutos realizadas de duas maneiras diferentes. Em um grupo de placas foi medida a formagéo
de p-nitrofenolato com a adicdo de 100 pL carbonato de s6dio 0,5 M e leitura da absorbancia
resultante em 415 nm em espectrofotdmetro ELx800 (BioTek). No outro grupo de placas foi
medida a formacdo de glicose a partir do mesmo substrato, apds interrupcdo da reacdo por
fervura por 4 minutos, porém utilizando o kit de Glicose-PP (Analisa™) seguindo as instrucdes
do fabricante. Os coeficientes angulares das retas formadas pelas medidas de quatro tempos (5,
10, 15 e 20 minutos) de atividade para cada concentracdo de substrato foram pontuados em um

grafico de velocidade iniciais.

Apos a determinacdo dos parametros cinéticos, iniciou-se a etapa de avaliacdo da
clivagem da celobiose, ¢ um monosacarideo que geralmente inibe as [3-glicosidases e a busca por

enzimas que sejam resistentes a inibicdo é de grande interesse comercial (Singhania et al., 2013).

Os ensaios de inibicdo por glicose foram realizados em placas de 96 pocos de
fundo reto adicionando 50 pL de concentragGes crescentes de pNPBGli (0,1; 0,15; 0,25; 0,4; 0,5;
1; 2; 3; 4 e 5 mM), em tampao citrato-fosfato de sédio pH 6,0 com concentracBes crescentes de
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D-glicose (90; 280; 444; 660 e 800 mM) e 50 pL de AmBgI1-LP (87 ng). As placas foram
incubadas a 35 °C por 20 minutos, com interrupc¢des a cada 5 minutos pela adi¢do de 100 pL de
carbonato de sddio 0,5 M. A absorbancia resultante de cada reacéo foi lida em espectrofotémetro
ELx800 (BioTek) com A = 415 nm. Os coeficientes angulares das retas formadas pelas medidas
de quatro tempos (5, 10, 15 e 20 minutos) de atividade para cada concentracdo de substrato e de
inibidor foram pontuados em um grafico de velocidade iniciais. Os valores obtidos em diferentes
tempos e concentracBes de pNPBGli e D-glicose foram utilizados para determinar o Ki da -
glicosidase para a D-glicose utilizando o software Enzfitter, GraphPad Prism v. 6.00 e OriginPro
v. 8.00.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ldentificagdo da AmBgl1-LP nas sequéncias metagendomicas

Apos o alinhamento realizado no software Clustal Omega e a “trimagem” manual
de dados foi possivel obter uma sequéncia consenso de aminoacidos que foi utilizada para
encontrar proteinas da familia GH1 no banco de dados de ORFs traduzidas do metagenoma do
Lago Poraqué (8LP) utilizando o BlastP. A figura 2 que mostra o alinhamento de sequéncias
“seeds”, assim como a sequéncia “consensoGH1” utilizada na identificagdo das ORFs de GH1 no

banco de dados local estdo representados abaixo:
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Figura 2: Alinhamento das sequéncias “seed” de GH1 do Pfam para gerar uma sequéncia consenso utilizada na busca

de B-glicosidases no banco de dados local em nosso laboratério.
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>ConsensoGH1

LMSSTDFGKTFPEKDFLWGATVATAAYQIEGAWNEDGKGPSIWDTFCSTHTPGKVFDGDHNTGDVACD
SYHRYKEDVARLMKELGVKTAYRFSISWPRIFPDKGTEGEINEAGLDYYDRLIDELLAEANGIEPFMYVTLY
HWDLPQALQDEKYGGWELNRSTIDADFKDEYADETVCFKRFGDRVKFENYWILTEFNEPWVAVASFLWYLG
YGTGVHAPGIKDPGDGNSERTVAPYEIQRTAAHHNLLLAHARAVHKLYREHKMVYRGQDKGQIGIVLNLS
WAYPASPSGKNRPEDVEAAERAMSDQFHNGWFLDPVFKRNGDYPEEMREILQWVGRSSEKLQGSRLP
EFFTEEDKELIAKGPYDFLGLNYYTSRFILRIVKRNDPPGNSENTTDGAKGPSSTYDNGFLPGVEREGIVN
PGSLWPKSTVTDMWGWIIMYPEGLRDRLLMNRLKEDYGNPPIYITENGAGFIYKDEVEESNGAKQTVEND
DTKRIDYLRQSHLNQVHKAIREDGVDLRGYFAWSLLDNFEWANGYSKRFGLVHYVDFDTSSLQERTPKE
SAYWYKEVIAEKRSTNNGF

O alinhamento, utilizando o método de BlastP, entre a sequéncia consensoGH1 e o
banco de dados de contigs do metagenoma do Lago Poraqué (8LP) mostrou 42 sequéncias que
poderiam ser possiveis glicosil-hidrolases da familia 1, entretanto apenas 26 foram selecionadas
para analise da sequéncia de aminoacidos devido aos seus valores de E-value menores que 1.e™.
Das 26 sequéncias analisadas apenas uma mostrou ORF completa para B-glicosidase da familia
GHL1 ao realizar um alinhamento no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) utilizando o método BlastP. A sequéncia escolhida para prosseguir com 0s
experimentos de clonagem, 8LP_636.9967, apresentou identidade de 41% com a sequéncia
consensoGH1, um E-value de 2e7° e score de 284. A sequéncia de nucleotideos da ORF do
contig 8LP_636.9967 e seus aminoacidos da proteina codificada, agora chamada de AmBgl1-LP,

podem ser visualizados na figura 3:
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CGT AAT TTT CCG AAA GGT TTC ACT TTT GGG GCA GCA ACG GCT GCC TAT CAA ATT GAA GGC G
M G

T TAT CAC GAG GAT GGT AAG GGA CTT
R N F P K G F T F G A A T A A Y Q I E G

TCC ATT TGG GAC ACT TTT AGC CAT ATT TCG GGC AAG GTA GAC AAC AAC GAT AAC GGG GAT ATT GCC TGC GAT CAC TAC CAT CGA TAC AAA

S I W D T F 5 H I 5 G K v D N N D N G D I A C

GAR GAT ATT TCA TTG CTG AAA GARA TTA GGC ATT AAG AAT TAT CGA ATG AGC ATC GCC T%G ACT CGG CTC TTT CCT ACT GGT CGG GTA GAT

TCG CGA AAT CAA AAA GGC TTT GAC TAC TAC AAC GAT CTC ATT GAC ACT CTA CTIT GAG G?C GEA ATA GAA CCC TTC G?T ACT TTA TAT CAC

TGG GAT TTA CCA CAA GCC CTT GAA GAT TTA GGC GGC TGG AAA AAT CGG GAA AIT CTT ACC TGG TTT GGT GAA TAC GCA GCT GAA GTG GCA

W

AAG GCA TTT GGT GAT CGA GTC ACG TAT TTC TCC CCT ATT AAT GAG CCC TGG GIT GTIC GCC T:G CTA GGA CAT GGA ATG GGA ATT CAT GCA

CCA GGA GAC AAA GAT CGT GCG AAA GCT TTT GCT GCA GCG CAT CAC ACC GTT GIT GCG CAT GGC GTC GCG AAT CGT GCA ATG AAA GCT GTC
7 - ; X

TAC CCA CAT CTG AAA ATT GGT CCA GTT CTT AAC CAA ACA AAT TTT CCT ATT GAT GAT TCA ACT AAT GCA GAG TTG AAG CG

ATT TIG GAC GCG AAT CAA AAT CGA TTT TGG ATT GAT GCA ATC TTT CAC AAG AGA TAT CCA GAG ATC CTA ATT GAA AAT TIT C

ATT CTT CCA AAT ATT CAT GAG GGG GAT TTT GAT TTA GCA GCT ACG CCA ART GAT TGG CTT GEA ATC AAT TAC TAT TTT GAT ACA CCT ATG

AAA GCG AGC TCT CGA CCT GTA GCA ACG GCC TTC GAT CCG GCG GCG CTT CTA GGA TTG AAT GIT GAC CAG ACG CCT CCA CCA CCT CIT ACT

GAT ATIG GGT TQG CCA ATT TICT CCA GAT GGG TTA AGT AAT TTA CTIT AIT CG :G CAT ARA GAG ATT GET ARC CG

ATC ACT GAA AAT GGA GTG GCA TAC GAT GAC GGT CCT GGC GAA GAT GGA CTT ATT CAC GAC CAG CGC CGA ATC GAT TAT TTG CGA GGG CAT

2 ) R I
CTT GCA GCC CTC CTT GAT GCT TGT GAA GTT GGA GTA GAT GTC AGG GEA TAT TTT CAG TGG TCC CTT CTT GAT AAC TTT GAA T%G GCT CTG
GGC TAT TCC AAG CGT TTT GGC ATC GTT CAC GTT GAC TAC CAA ACC CTT AAG CGC ACC CCA AAG GAT TCG GCG CTIC TG

G
G Y S K R F G I v H v D Y Q T L K R T P K D S A L W Y S G v

ATT GCG CGT AAC GCT CTA GAT |TGA
I A R N A L D *

Figura 3 : ORF e sequéncia de aminoacidos da AmBgl1-LP. A figura indica a sequéncia de nucleotideos que codifica
a proteina AmBgI1-LP e seus aminoacidos correspondentes; nas caixas vermelhas estdo indicados os cddons

iniciadores e terminadores respectivamente.

Como podemos observar na Figura 3 a ORF AmBgl1-LP possui 1374 nucleotideos
e a proteina codificada 457 aminoécidos; analises de parametros protéicos realizados utilizando o
programa ProtParam no portal de bioinforméatica Expasy do SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics) revelaram que a proteina possui massa molecular estimada de 51,6 kDa e um
ponto isoelétrico tedrico de 5,29. Além das analises de massa molecular e pl foi avaliado se a
proteina possuia algum sinal de secrecdo utilizando a ferramenta SignalP4.1, a qual ndo revelou

nenhum peptideo sinal para secrecéo.

Para identificar os dominios conservados, regifes de sitio catalitico e com quais

organismos a sequéncia da AmBgI1-LP tinha mais identidade, a mesma foi alinhada com outras
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B-glicosidases da familia GH1 utilizando o software Multialin (Corpet, 1988); o resultado do

alinhamento pode ser visto na Figura 4:
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Figura 4 : Alinhamento entre AmBgI1-LP e outras B-glicosidases. Na figura as regides com fundo preto representam
residuos conservados na familia de GH1, sendo que o residuo de glutamato (E) 363, indicado por uma seta dentro de
um retangulo vermelho, é o nucledfilo catalitico; ja o residuo de glutamato (E) 165, indicado em um retangulo azul,
representa o 4cido/base geral; ambos os residuos participam diretamente da reacdo de catéalise rompendo a ligacéo
B1-4 entre dissacarideos. As B-glicosidases utilizadas no alinhamento vém dos organismos Streptomyces mutabilis
(KFG76903.1), Streptomyces pratensis (WP_014153373.1), Thermotoga maritima (WP_015646202.1) e
Caldicoprobacter oshimai (WP_025747479.1).

A partir do alinhamento mostrado na Figura 4 utilizando sequéncias de f-
glicosidases com 48% a 51% de identidade com a AmBgl1-LP, que foram os valores mais altos
encontrados, foi possivel identificar as regides mais conservadas da enzima e também procurar
pelos residuos cataliticos, que ja foram amplamente descritos nesta classe de enzimas (Withers,
1990), com o auxilio do banco de dados do CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes), como sendo

o glutamato 363 o nucledfilo catalitico e o glutamato 165 sendo o acido/base geral na AmBgl1-
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LP. Além disto, os organismos com sequéncias mais proximas da AmBgl1-LP foram os do

género Streptomyces.

Com sua sequéncia de DNA e aminodcidos determinadas e provada a sua
classificagdo como uma B-glicosidase da familia GH1 a partir de multiplos alinhamentos teve

inicio a etapa de clonagem do gene para a producao heter6loga da AmBgl1-LP.

4.2 Expressao Heterdloga em Escherichia coli
Inicialmente foi realizada a amplificacdo do gene AmBgl1l-LP a partir de DNA
metagendmico total do Lago Poraqué, a qual amplificou um fragmento especifico de tamanho

esperado de aproximadamente 1400 pb como pode ser visualizado na Figura 5:

M 1 2 3

1500 pb —
1000 pb —

<€—— AmBgl1-LP

Figura 5: Amplificacdo da ORF AmBgl1l-LP. M: marcador de massa molecular GeneRuler 1Kb (Fermentas); 1:
controle negativo da reacdo (sem molde); 2 e 3: amostras amplificadas, utilizando 3 e 6 ng de DNA metagenémico

do Lago Poraqué respectivamente.

Apobs a amplificacdo do gene os fragmentos foram purificados do gel, clivados
com as enzimas de restricdo Nde-1 e BamH-1 e utilizados em uma reacdo de ligagdo com o
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plasmideo pET-28a clivado com as mesma enzimas. Em seguida foram transformadas células de
E. coli linhagem DH5a e a busca por clones recombinantes foi analisada por PCR de colonia e

seu resultado pode ser visualizado na Figura 6, a seguir:

M 1 2 3 4 5 6 7

1500 pb — <€<—— AmBgl1-LP

1000 pb —

Figura 6 : PCR de colbnia para a ORF AmBgl1-LP no plasmideo pET-28a em E. coli DH5a. M: marcador de peso

molecular GeneRuler 1 Kb; 1: controle negativo; 2, 3, 5, 6 e 7: clones recombinantes; 4: amostra ndo amplificada.

Analisando a Figura 6 é possivel observar que as bandas amplificadas
apresentaram tamanho ligeiramente superior a 1500 pares de base, isto ocorreu devido ao uso de
primers especificos para as sequéncias do promotor e terminador T7, as quais flanqueiam o gene
de interesse inserido no plasmideo pET-28a, aumentando assim o tamanho do produto

amplificado.

Posteriormente extraiu-se 0 DNA plasmidial de 3 clones recombinantes e um
destes foi submetido a uma clivagem com as mesmas enzimas utilizadas na clonagem (Nde-I e
BamH-I) para mais uma validagdo da insercdo do gene AmBgl1-LP no vetor de expressdo pET-

28a, o resultado da clivagem esta representado na Figura 7:
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6000 pb —

5000 pb — <€—— pET-28a
1500 pb — <—— AmBgl1-LP
1000 pb —

Figura 7 : Clivagem do vetor pET-28a contendo o gene AmBgl1-LP. M: marcador de peso molecular GeneRuler 1

Kb (Fermentas); 1: vetor recombinante clivado; 2: vetor recombinante néo clivado.

E possivel observar na coluna 1 da Figura 7 que a clivagem gerou bandas nas
alturas de aproximadamente 6743 (fraca), 5369 e 1374 pb que s&o referentes aos fragmentos de
vetor recombinante linearizado, plasmideo PpET-28a sem inserto e gene AmBgll-LP,
respectivamente. A banda fraca referente ao plasmideo linearizado pode ter surgido porque a
enzima BamH-1 apresenta uma eficiéncia de reacdo de apenas 20 a 50% de sua atividade maxima
no tampé&o utilizado na reacdo de restrigdo, Orange™ 1X (Thermo Scientific), significando que
apenas a enzima Nde-I, que apresenta atividade de 100% neste tampdo, conseguiu clivar

completamente o vetor recombinante na reacao.

Apos a verificacdo, por sequenciamento, da correta inser¢do do gene de interesse

em correta fase de leitura no plasmideo pET-28a em um dos clones, transformou-se células
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competentes de E. coli linhagem Rosetta (DE3) e iniciou-se a etapa de expressdo da proteina
recombinante. A inducgdo foi realizada em um periodo total de 21 horas e aliquotas de 1 mL da
cultura foram coletadas nos periodos de 1, 2, 3, 4 e 21 horas de indugdo para avaliacdo da
producdo da proteina recombinante, a qual foi avaliada por SDS-PAGE 12% como pode ser visto

na Figura 8:

6 N
g.

«— AmBgl1-LP

ﬁ
Figura 8 : Teste de expressdo da AmBgl1-LP em E. coli. SDS-PAGE 12% a 37 °C mostrando M: marcador de peso
molecular BenchMark (Invitrogen); 1: amostra ndo induzida; 2: amostra ap6s 1 h de indugdo; 3: amostra ap6s 2 h de

inducdo; 4: amostra apds 3 h de indugdo; 5: amostra ap6s 4 h de inducdo; 6: amostra apds 21 h de indugdo; 7:

amostra da fragdo de proteinas insolUveis; 8: amostra da fracdo de proteinas sollveis.

Como pode ser visto na figura 8 a proteina recombinante foi expressa com sucesso
no tamanho esperado de aproximadamente 53,7 kDa. A expressdo se mostrou eficiente com
rendimento alto a partir de 3 horas de inducdo, ndo sendo necessario continuar com a mesma até
um periodo de 21 horas. Um problema identificado nesta inducgdo foi que a maioria da AmBgl1-
LP se apresentou na fracdo de proteinas insollveis, fato que dificulta os passos posteriores de
purificacdo da proteina, entretanto, decidiu-se realizar a purificagdo por afinidade molecular da
fracdo solUvel de proteinas para avaliar se era possivel utilizar apenas esta fragdo para isolar a
proteina recombinante, os resultados da purificacdo podem ser vistos na Figura 9, a seguir:
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60 kDa —
<—— AmBgl1-LP
50 kDa —

Figura 9: Purificacdo da AmBgl1-LP por cromatografia de afinidade molecular ao niquel. SDS-PAGE 12%
mostrando em M: marcador de peso molecular BenchMark (Invitrogen); 1: proteina eluida em 75 mM de imidazol; 2

e 3: proteina eluida em 100 mM de imidazol; 4 e 5: proteina eluida em 250 mM de imidazol.

Analisando a Figura 9 é possivel concluir que a fracdo de proteinas sollveis
continha a AmBgI1-LP, mesmo que em pequenas quantidades, e a mesma foi purificada com
sucesso sem a presenca de contaminantes nas elui¢cdes contendo 75 a 250 mM de imidazol em

tampao de lise.

Com o intuito de solucionar o problema de baixa solubilidade da proteina
recombinante foi realizada uma nova indugdo a 20 °C. Em menores temperaturas ha uma redugéo
na taxa de sintese de proteinas o que proporciona uma menor formacao de corpos de inclusdo e
aumento da solubilidade e a qualidade conformacional das mesmas (Schein & Noteborn, 1988;
Vera et al., 2007). Aliquotas de 1 mL de cultura foram retiradas nas mesmas condicOes descritas
na inducdo anterior, o0 resultado deste novo experimento pode ser visualizado na Figura 10, a

sequir:
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Figura 10 : Inducdo da AmBgI1-LP em E. coli a 20°C. SDS-PAGE 12% mostrando em M: marcador de peso
molecular BenchMark; 1: amostra ndo induzida; 2: amostra ap6s 1 h de indugéo; 3: amostra apds 2 h de inducéo; 4:
amostra ap6s 3 h de inducdo; 5: amostra ap6s 4 h de inducdo; 6: amostra ap6s 21 h de inducéo; 7: fracdo de proteinas

insolGveis; 8: fragdo de proteinas sollveis; 9: AmBgl1-LP purificada.

A Figura 10 mostra que a inducdo em 20°C produziu uma quantidade menor de
proteina recombinante se comparado com a inducdo em 37°C, entretanto, a quantidade de
proteina na fracdo soltvel aumentou consideravelmente, o que compensa a reducao na producdo
e propicia maiores niveis de AmBgl1-LP para ser purificada por cromatografia de afinidade. O
rendimento final de proteina purificada foi de aproximadamente 5 mg/L na indugdo em 37°C e

aproximadamente 20 mg/L a 20°C quando quantificada pelo método do BCA.

Ensaios iniciais com a enzima eluida em 100-250 mM de imidazol revelaram que
a mesma estava ativa, por meio de uma analise qualitativa na qual foi observado que a reacao de
hidrélise enzimatica apresentou coloracdo amarelada apds seu término com adicdo de tampédo
glicina NaOH 0,4 M pH 10,8, se comparada com um controle de reacdo sem coloracdo no qual a
enzima recombinante ndo foi adicionada. Entretanto, ap6s a dialise realizada em tampéao PBS,
para retirada do imidazol, foi observado que a enzima perdeu sua atividade embora ela tenha sido
quantificada pelo teste de BCA e detectada por SDS-PAGE 12%. Diante deste cenario foram
preparados outros tampdes de didlise considerando a hipdtese de que o contato da enzima
recombinante com o tampdo PBS a inativou de alguma maneira. Para isto foram realizadas novos
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experimentos de didlise nos quais 25 pL de enzima eram colocados sobre uma membrana de
nitrocelulose por 30 minutos a temperatura ambiente sobre uma solucdo dentre as seguintes
opcdes de tampdes: fosfato de sodio 50 mM pH 6,5, fosfato de sédio 50 mM pH 8,0, Tris HCI 20
mM pH 7,5 e tampéo de lise pH 8,0 (NaCl 100 mM, NaH2POs 50 mM, Tris 10 mM). Apds
concluida a diélise nestas circunstancias foram realizados novos ensaios enzimaticos, utilizando o
mesmo volume de 25uL de enzima proveniente das membranas de nitrocelulose em tampdes
diferentes, tendo a absorbancia resultante de cada tratamento lida em espectrofotometro
PerkinElmer Victor3™ com comprimento de onda de 420 nm (dados ndo mostrados). O melhor
tampdo para a diélise foi o tampdo de lise pH 8,0 o qual apresentou maiores valores de
absorbancia se comparado com o controle nédo dialisado (dados ndo mostrados), assim passamos

a utiliza-lo para fazer a dialise da AmBgl1-LP.

4.3 Ensaios de atividade e caracterizacao enzimatica
Os ensaios de pH 6timo revelaram que a AmBgl1-LP tem maior atividade na faixa
de pH entre 45 e 6,0, tendo atividade méaxima em pH 5,5. A figura 11 abaixo mostra o

comportamento da enzima em diferentes pHs entre 3 e 9:
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Figura 11: Curva de pH para a AmBgl1-LP. O gréfico mostra a liberagdo de produto p-nitrofenolato, em diferentes
reacGes conduzidas no mesmo tampdo com pHs diferentes, através da mensuragdo da absorbancia resultante deste
composto em espectrofotdmetro com A = 420nm.

A faixa de pH o6timo entre 4,5 e 5,5 é comum para as B-glicosidases e representa
uma caracteristica favoravel ao explorar seu uso na producdo de biocombustiveis a partir da
degradacdo de celulose pelo processo de fermentacdo e sacarificacdo simultanea (SSF), ja que as
leveduras utilizadas neste processo se desenvolvem em pHs baixos na faixa de 4,4 a 5,3 (Kéadar et
al., 2003).

Os ensaios de temperatura mostraram que a AmBgI1-LP tem sua atividade
maxima na temperatura de 35 °C, entretanto os dados de termoestabilidade mostram que é mais

adequado trabalhar em temperaturas mais baixas como 30 °C, como pode ser visto na figura 12:
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Figura 12: Curva de temperatura e termoestabilidade para AmBglI1-LP. A) Os experimentos de temperatura foram
realizados utilizando o tampao Davies pH 5,5 na faixa de temperatura entre 30 e 70 °C com um maximo de atividade
observado em 35 °C. Em B) foi avaliada a termoestabilidade da AmBgl1-LP, experimento o qual mostra que a
enzima ¢é relativamente estavel em temperaturas menores que 20 °C para o tempo analisado. Na temperatura de 50

°C a enzima ¢ inativada rapidamente e ndo possui atividade ap6s 5 minutos de incubacéo.
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Em 35 °C observa-se uma maior atividade da enzima, entretanto nesta temperatura
a velocidade de inativacdo térmica é grande, portanto seria mais interessante utilizar a AmBgl1-
LP em temperaturas menores, como 30 °C por exemplo. Esta temperatura € interessante para a
aplicagdo desta B-glicosidase no processo de fermentacdo e sacarificacdo simultanea (SSF), ja
que as leveduras na dorna de fermentagédo desempenham melhor sua atividade em torno de 30 a
35 °C (Kadar et al., 2003).

Os ensaios de cinética enzimatica para o substrato pNPBGIli e celobiose

apresentaram o seguinte comportamento como visto na figura 13:
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Figura 13: A) Curvas de VO/[S] para a AmBgl1-LP na presenca do substrato celobiose. A cinética enzimatica para
este substrato segue o padrdo de Michaelis-Menten ja que a velocidade de reagdo aumenta conforme aumenta-se a
concentragdo inicial de substrato até que a curva atinja um plateau maximo. B) Curvas de VO/[S] para a AmBgl1-LP
na presenga do substrato pNPBGIi. A presenca de duas curvas teéricas no grafico mostra uma possivel inibigdo da
enzima pelo substrato (curva verde), que teve um ajuste melhor dos dados, além da curva de hidrélise que segue o

modelo de Michaelis-Menten (vermelha).
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O ajuste da curva aos pontos da figura 13 foi feito pelo software Enzfitter
(Leatherbarrow, 1987). Para o substrato celobiose a AmBgl1-LP apresentou um comportamento
caracteristico de Michaelis-Menten, desta forma foram realizados os céalculos de Km, Vmax e

Kcat, os quais podem ser vistos na tabela 1 abaixo:

Km 3,3+0,5 mM
Vmax 1,72+ nmol/min
Kcat 5,4.10* mint

Tabela 1: Dados cinéticos sobre a AmBgl1-LP para o substrato celobiose seguindo o modelo de Michaelis-Menten.

Os dados obtidos utilizando o substrato pNPBGIi ndo se ajustaram corretamente a
equacdo de Michaelis-Menten, isto ocorreu devido a reducao das velocidades de reacdo conforme
ocorria um aumento de [S]. Este resultado € indicativo de um modelo onde ocorre inibicdo da
enzima pelo préprio substrato. Deste modo, os dados foram ajustados em uma equagao derivada

do modelo abaixo que descreve esta situacdo, o qual permitiu um ajuste melhor dos dados.

E+S — ES — E+P

SES

Figura 14: Modelo de reacéo proposto para a AmBgl1-LP. Neste modelo o complexo enzima-substrato pode seguir
duas rotas diferentes: a de hidrdlise liberando seu produto final e enzima livre ou a de inibi¢do pelo substrato

formando um complexo enzima-substrato-substrato.

A partir do modelo proposto na figura 14 foi possivel montar duas curvas
diferentes que explicam o comportamento da AmBgl1-LP ao reagir com o substrato pNPBGli, a
curva verde mostrando 0 caminho de inibicdo pelo substrato
(VO=(Vmax*[S])/((Km+[S]+([S]¥Ki))) e a curva vermelha seguindo a rota de hidrdlise do mesmo

(VO=(Vmax*[S])/(Km+[S])). Com os dados ajustados foi possivel obter valores de Km, Vmax,



30

Kcat e Ki para o substrato pNPBGIi, calculados a partir do ajuste realizado pelo software

Enzfitter, os quais podem ser vistos na tabela 2 abaixo:

Michaelis-Menten Inibicao pelo substrato
Km 2,73+0,05 mM 0,55+0,08 mM
Vmax 1,31 £ 0,036 nmol/min 1,76+0,09 nmol/min
Kcat 0,00109 min™ 0,00109 min*
Ki - 3416 mM

Tabela 2: Dados cinéticos sobre a AmBgl1-LP para o substrato pNPBGli tanto para o modelo de Michaelis-Menten

quanto para o0 modelo de inibi¢do pelo substrato.

Embora a velocidade de reagdo tenha diminuido com o aumento da concentracdo
de substrato, considerando a familia GH1 das B-glicosidases, outra hipotese para este evento seria
de que a enzima possa realizar transglicosilacdo (Hancock, 2006). Neste processo ao invés de
seguir o caminho de hidrélise as glicosil-hidrolases transferem um residuo glicosidico de um
doador para um aceptor, formando uma cadeia glicosidica maior que a inicial (Mangas-Sanchez,
Adlercreutz, 2015). Para testar esta hipdtese foram quantificados os dois produtos gerados na

hidrélise de pNPBGli, o p-nitrofenolato e glicose, como mostrado na figura abaixo:

2.0 .
-% p-nitrofenolato
-4+ glicose
1.5 g
=
£
35 1.0
£
c
0.5

0.0

5 10 15 20 25
pNPRGIi (mM)

o 4=

Figura 15: Grafico de velocidades iniciais de formacdo de p-nitrofenolato e glicose utilizando o substrato pNPBGli.

A distancia entre os dois grupos de dados permite avaliar a ocorréncia de transglicosilacdo para a AmBgl1-LP.
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Como pode ser visto na figura 15 a velocidade de producdo de glicose e p-
nitrofenolato é praticamente a mesma ao longo de toda a faixa de concentragcdo do substrato
pNPBGIi. Nas reagdes de transglicosilacao a velocidade da formagdo de glicose deve ser menor
que a de formacdo de p-nitrofenolato, ja que a glicose proveniente de hidrolise é transferida para
o complexo ES (enzima-pNPBGli) formando o complexo ESP (enzima-pNPBGIli-glicose)
(Frutuoso & Marana, 2013). Para uma anélise mais apurada dos dados, foi realizado um teste
estatistico ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov com intervalo de confianca de 95% no
software GraphPad Prism v 6.00. O teste resultou em um P-valor de 0.9251. Assumindo P<0.05
para a disténcia entre os grupos de dados ser significativa o resultado sugere que ndo ocorre
transglicosilagdo até a concentracdo de substrato analisada. Este resultado é importante pois da
mais suporte a hipotese de que a diminuicdo da velocidade de reacdo observada em altas
concentracdes de substrato seja realmente ocasionada por uma inibicdo intrinseca do substrato
sobre a enzima como proposto na figura 14. Pode-se supor isto porque caso a AmBgll-LP
estivesse realizando transglicosilagdo a enzima estaria deixando de realizar hidrolise
interruptamente, o que ocasionaria em uma diminuicdo da velocidade de formacdo de p-
nitrofenolato, como este evento ndo acontece, a diminuicdo de velocidade de reacdo observada na
figura 13B realmente deve ser proveniente de uma inibi¢do intrinseca pelo substrato. Vale
ressaltar ainda que o método definitivo para avaliar a ocorréncia de transglicosilacdo seria
realizar uma cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) do produto de reacdo da
AmBgl1-LP para avaliar o aparecimento de moléculas glicosidicas com mais de 2 residuos em

suas cadeias.

Apbs a determinacdo dos parametros cinéticos da AmBgl1-LP para o substrato
celobiose foram realizados ensaios para determinar a cinética de inibi¢do da enzima por glicose.
Para isto foram medidas as velocidades iniciais de hidrolise de diferentes concentracGes de
substrato (pNPBGIi) na presenca de concentragdes fixas do inibidor. Este experimento permite

determinar o padrdo de inibig&o e realizar o calculo de Ki.
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Figura 16: Ensaios de inibicdo para a AmBgll-LP. A) Curvas de velocidades para a AmBgll-LP utilizando o
substrato pNPBGIi em diferentes concentracfes de glicose. B) Grafico do tipo Lineweaver-Burk para a inibigdo por

glicose, este grafico € importante pois permite inferir o tipo de inibi¢do ocorrida.
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A figura 16 mostra que a glicose inibe de fato a AmBgl1l-LP de forma que
concentragOes crescentes do inibidor diminuem as velocidades iniciais da reacdo de hidrolise de
pNPBGIli com um Ki calculado de 23 mM. Do ponto de vista de aplica¢fes industriais para a
enzima ela ndo € adequada para o processo de hidrdlise separada da fermentacdo (SHF), porém
seu uso é adequado para o processo de fermentacdo e sacarificacdo simultanea (SSF) ja que nédo
ha acimulo de glicose no reator de fermentacdo neste processo.

Analisando a figura 16B € possivel sugerir que este processo de inibicdo trata-se
de uma inibicdo competitiva, ja que as retas dos inversos de velocidade de Lineweaver-Burk tem
valores proximos de intercepto no eixo Y (minimo de 0,44 e maximo de 1,35 considerando a
faixa de 0 a 1000 mM de inibidor) e tem inclinacdo crescente em funcdo do aumento de [I]. A
variagdo observada nos valores de intercepto provavelmente trata-se de uma variacdo

experimental.

5 CONCLUSOES

A busca por B-glicosidases em nosso banco local de sequéncias do metagenoma
do Lago Poraqué revelou apenas uma sequéncia completa para B-glicosidases da familia GH1, a
qual foi chamada de AmBgl1-LP e foi utilizada neste trabalho para seguir com o0s experimentos

de producéo heterdloga e caracterizacdo enzimatica.

As analises teoricas de bioinformatica da sequéncia da AmBgl1-LP como tamanho
predito da proteina e sua classificagdo como uma B-glicosidase se mostraram eficientes ja que

estas informacdes foram confirmadas com os experimentos conduzidos ao longo deste trabalho.

A construcdo de um vetor de expressdo heter6loga em bactéria, assim como a
expressao da proteina recombinante e sua purificacdo se mostraram eficientes utilizando E.coli,
sendo que o rendimento médio final de proteina apds o aperfeicoamento na temperatura de

inducdo foi de aproximadamente 20 mg/L.

Os experimentos de caracterizagdo enzimatica revelaram que caracteristicas como
0 pH 6timo da AmBgl1-LP se assemelham ao local no qual ela foi extraida, o Lago Poraqué, ja
que seu pH otimo é préoximo de 5,0. O mesmo ndo foi observado para os resultados de
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temperatura 6tima, entretanto os resultados de termoestabilidade sugerem o uso da AmBgl1-LP

em temperaturas mais baixas do que 35 °C para que a mesma tenha uma vida Util mais elevada.

A AmBgI1-LP se mostrou eficiente ao hidrolisar substratos como pNPBGli e
celobiose, sendo que este ultimo é produto de degradacao de biomassa vegetal, permitindo assim

Seu uso na industria.

A AmBgll-LP aparentemente ndo realiza transglicosilacdo. Um resultado

interessante para o seu uso na industria de degradacao de biomassa.

A AmBgI1-LP ndo se mostrou tolerante a inibicdo por glicose, com um Ki baixo
de 23 mM. Este resultado, entretanto, ndo descarta seu uso na industria de degradagdo de
biomassa, ja que em processos como 0 SSF o acimulo de glicose ndo ocorre ao final do processo

de hidrolise da celulose.

6 PERSPECTIVAS

Em um estudo de Guo et al, uma mutacdo pontual em apenas dois aminoacidos da
BglCellA (L167W e P172L), também chamada de Bglll de Trichoderma reesei, aumentou sua
tolerancia a inibigdo por glicose em 6x. Foi feito entdo um alinhamento de sequéncias da
AmBgl1-LP, BglCellA e HiBgl, a dltima vinda de Humicola insolens e que neste estudo serviu
de modelo para a mutacdo na BglCellA, para verificar a similaridade de aminoécidos na regido
onde foram substituidos os dois aminoacidos que aumentaram a tolerancia a inibicdo por glicose

na BglCel1A significativamente, o qual pode ser visto na figura 17:
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Figura 17: Alinhamento de sequéncias entre HiBgl, BglCel1A e AmBgl1-LP. O retangulo vermelho representa toda
a regido a sofrer mutagdo proposta neste trabalho, as seta vermelhas indicam os dois aminoécidos que sofreram
mutacdes na BglCellA no trabalho de Guo et al e aumentaram a tolerancia a inibicdo por glicose desta enzima em
6X.

Como pode ser visto na figura 17 os dois aminoacidos que conferiram resisténcia a
inibicdo por glicose no trabalho de Guo et al permanecem idénticos na AmBgI1-LP se
esses residuos € muito diferente na AmBgl1-LP, desta forma nés decidimos fazer uma mutacéao
em toda a regido do retangulo vermelho da figura da AmBgl1-LP para que a mesma fique

idéntica a HiBgl. Esta construcdo estd em andamento.
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8 APENDICE
>AmBgl1-LP (sequéncia de DNA)

ATGCGTAATTTTCCGAAAGGTTTCACTTTTGGGGCAGCAACGGCTGCCTATCAAATTGAAGG
CGCTTATCACGAGGATGGTAAGGGACTTTCCATTTGGGACACTTTTAGCCATATTTCGGGCAA
GGTAGACAACAACGATAACGGGGATATTGCCTGCGATCACTACCATCGATACAAAGAAGAT
ATTTCATTGCTGAAAGAATTAGGCATTAAGAATTATCGAATGAGCATCGCCTGGACTCGGCT
CTTTCCTACTGGTCGGGTAGATTCGCGAAATCAAAAAGGCTTTGACTACTACAACGATCTCAT
TGACACTCTACTTGAGGCCGGAATAGAACCCTTCGTTACTTTATATCACTGGGATTTACCACA
AGCCCTTGAAGATTTAGGCGGCTGGAAAAATCGGGAAATTCTTACCTGGTTTGGTGAATACG
CAGCTGAAGTGGCAAAGGCATTTGGTGATCGAGTCACGTATTTCTCCCCTATTAATGAGCCCT
GGGTTGTCGCCTGGCTAGGACATGGAATGGGAATTCATGCACCAGGAGACAAAGATCGTGC
GAAAGCTTTTGCTGCAGCGCATCACACCGTTGTTGCGCATGGCGTCGCGAATCGTGCAATGA
AAGCTGTCTACCCACATCTGAAAATTGGTCCAGTTCTTAACCAAACAAATTTTCCTATTGATG
ATTCAACTAATGCAGAGTTGAAGCGTGCTCAGGATATTTTGGACGCGAATCAAAATCGATTT
TGGATTGATGCAATCTTTCACAAGAGATATCCAGAGATCCTAATTGAAAATTTTCCTGAAGAT
ATTCTTCCAAATATTCATGAGGGGGATTTTGATTTAGCAGCTACGCCAAATGATTGGCTTGGA
ATCAATTACTATTTTGATACACCTATGAAAGCGAGCTCTCGACCTGTAGCAACGGCCTTCGAT
CCGGCGGCGCTTCTAGGATTGAATGTTGACCAGACGCCTCCACCACCTCTTACTGATATGGGT
TGGCCAATTTCTCCAGATGGGTTAAGTAATTTACTTATTCGTTGGCATAAAGAGATTGGTAAC
CGTTTACCGCCGATCTACATCACTGAAAATGGAGTGGCATACGATGACGGTCCTGGCGAAGA
TGGACTTATTCACGACCAGCGCCGAATCGATTATTTGCGAGGGCATCTTGCAGCCCTCCTTGA
TGCTTGTGAAGTTGGAGTAGATGTCAGGGGATATTTTCAGTGGTCCCTTCTTGATAACTTTGA
ATGGGCTCTGGGCTATTCCAAGCGTTTTGGCATCGTTCACGTTGACTACCAAACCCTTAAGCG
CACCCCAAAGGATTCGGCGCTCTGGTACAGCGGAGTAATTGCGCGTAACGCTCTAGATTGA

>AmBgl1-LP (sequéncia de aminoacidos com His-Tag do vetor pET-28a)
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRNFPKGFTFGAATAAY QIEGAYHEDGKGLSIWDTFSHISGKVD
NNDNGDIACDHYHRYKEDISLLKELGIKNYRMSIAWTRLFPTGRVDSRNQKGFDYYNDLIDTLLE
AGIEPFVTLYHWDLPQALEDLGGWKNREILTWFGEYAAEVAKAFGDRVTYFSPINEPWVVAWL
GHGMGIHAPGDKDRAKAFAAAHHTVVAHGVANRAMKAVYPHLKIGPVLNQTNFPIDDSTNAEL
KRAQDILDANQNRFWIDAIFHKRYPEILIENFPEDILPNIHEGDFDLAATPNDWLGINYYFDTPMK
ASSRPVATAFDPAALLGLNVDQTPPPPLTDMGWPISPDGLSNLLIRWHKEIGNRLPPIYITENGVA
YDDGPGEDGLIHDQRRIDYLRGHLAALLDACEVGVDVRGYFQWSLLDNFEWALGYSKRFGIVH
VDYQTLKRTPKDSALWYSGVIARNALD

Ensaio de 4 tempos de hidroélise de pNP-B-D-fucopiranosideo:

pNP-B-D-fucopiranosideo 25mM
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Ensaio de 4 tempos de hidrolise de pNP-g-D-galactopiranosideo
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Vetor pET-28a:

Xho li158)
Not l{186)
Eag l{166)
Hind lll{173)
sal I179)
sac l190)
EcoR l(192)
BamH l198)

Bpu1102 liz0) Nhe l(z31)

| Nde I(238)

Nco l{296)

_- Xba I(335)

Bgl ll¢#01)

— SgrA lia42)

Sph lis98)

PvU l(4428)
Sqf 14426) -y
Sma li4300) \ Miu l123)
I % \h,(Bc\ 1(1137)
Cla ls117) =1
Nru l4083) \I_IJ 3 \| | { BstE ll(1304)
@ L
pET-28a(+) o || [+apalisss
\ (5369bp) g H.‘I
\ ~ f /BssH Il{1534)
Eco57 1(3772) |} EcoR V(1573)
!\Hpa I(1629)
AIWN I(3640)
a9,
’)/\?9
BssS lj3397) 65') PshA li1968)
BspLU11 \(3221{%
Sap li3108)
Bst1107 I2995) T— Psp5 lli2230)
Tth111 li2989) /
T7 promoter primer #69348-3
pET upstr%aml?rlmer #69214-3 T7 promoter lac operator xbal rbs
AGATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol His-Tag [ Ndel |[Nhel T7+Tag
TATA

GEGCAGCAGCICATCATCATCATCATCACKA
tlG lySerSerHisHisHisHisHisHI g

GCAGCGGCCTGGTGLCCGCGCGGCAGCCATATGECTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
SerSerGlylLeuValProArgGlySerHTsMetAlaSe

MetThrGlyGlyGInGIn

Eag| 'thrombin
—  |BamHI|EcoR| Sacl _Sall Hindlll __ Notl  Xhol His-Tag
ATGGGTCGCEG CCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCLE pET-28a(+])
MetGlyArgGlySerGluPheGlulLeuArgArgGIinAlaCysGlyArgThrArgAlaPreProProProProleuArgSerGlyCysEnd

LGETCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGLGGLCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28b(+]
GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysleuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd
CGETCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGLGGLCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28c (+])
GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerlLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro

Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T-';' terminator primer #69337-3

Vetor pET-28a e seu sitio de mutipla clonagem. Estdo indicadas em caixas pretas os sitios de restricdo para as
enzimas BamHI e Ndel que foram utilizadas na clonagem da AmBgI1-LP; nas caixas vermelhas estdo indicados os
nucleotideos que codificam a metionina iniciadora da B-glicosidase recombinante e a cauda de histidinas na por¢édo
N-terminal. Ainda estdo representados na imagem o promotor T7 que permite altos niveis de expressdo e o sitio rbs
de ligacdo do mRNA ao ribossomo. (Adaptado de: pET System Manual, NOVAGEN)
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