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RESUMO

O bagaco da cana-de-acucar é um material lignocelulésico que pode ser convertido
em etanol pela agédo de celulases e xilanases. Essas enzimas atuam sinergicamente para
converter celulose e hemicelulose em glicose. A fim de obter uma enzima capaz de realizar
dupla funcdo, uma enzima quimérica celulase-xilanase denominada ThEg3Xyn3, foi
construida em laboratério. A fusdo foi realizada pela ligagdo do C-terminal de uma
endoglucanase do fungo Trichoderma harzianum ao N-terminal de uma xilanase do mesmo
fungo, separadas por um linker. A enzima quimérica foi recombinantemente produzida em
Pichia pastoris e purificada para caracterizacdo cinética e bioquimica. A quimera
demonstrou atividade de ambas as enzimas com atividade maxima a 38 °C e pH 6,0, sob
estas condi¢des, a atividade celulolitica e xilanolitica foi maior do que das enzimas
parentais. Os resultados demonstram que a enzima quimérica pode ser eficiente na hidrélise
da biomassa e satisfatéria para a producdo de etanol pelo processo de sacarificagdo e
fermentagéo simultaneas.

Palavras-chave: quimera, fusdo, etanol, Trichoderma harzianum
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ABSTRACT

The sugarcane bagasse is a lignocellulosic material that can be converted into
ethanol by action of cellulases and xylanases. These enzymes act synergistically to convert
cellulose and hemicellulose into glucose. In order to obtain an enzyme that can perform dual
function, a chimeric enzyme cellulase-xylanase denominated ThEg3Xyn3, was constructed
by gene fusion in our laboratory. The fusion was performed by binding the C-terminus of an
endoglucanase from Trichoderma harzianum to the N-terminus of a xylanase of the same
fungus, separated by a linker. The chimeric enzyme was recombinantly produced in Pichia
pastoris and purified for kinetic and biochemical characterization. The chimera demonstrated
activity of both enzymes with maximum activity at 38 °C and pH 6.0, under these conditions,
cellulolytic and xylanolytic activity was greater than of the parental enzymes. The results
demonstrate that the chimeric enzyme can be efficient in hydrolysis of the biomass and
satisfactory for the production of ethanol by the process of simultaneous saccharification and
fermentation.

Key-words: chimera, fusion, ethanol, Trichoderma harzianum
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1. INTRODUCAO

No Brasil, grande parte dos residuos gerados a partir do bagaco da cana-de-agucar é
queimada para a producao de energia elétrica (ERENO, 2007). Entretanto, este residuo
lignocelulésico € rico em agucares, podendo ser convertido em etanol por fermentacao
(LYND et al., 2002; WACKETT, 2008). A biomassa da cana-de-acgucar pode ser degradada
pelo uso de reagentes quimicos, como acidos e bases fortes, além de altas temperaturas e
pressdo. No entanto, esse tipo de tratamento produz residuos téxicos, que muitas vezes
interferem e dificultam a posterior fermentagédo (BNDES & CGEE, 2008). Por este motivo, a
utilizacdo de coquetéis enzimaticos para a degradagado da biomassa e sua conversao em
bioetanol é vantajosa (DIPARDO, 2000; LYND et al., 1999).

Celulases e xilanases sdo essenciais na conversdo da celulose e hemicelulose em
acucares fermentesciveis. Para isso, muitas enzimas (B-glicosidases, endoglucanases,
exoglucanases e xilanases) atuam na hidrélise de celulose em glicose. Quando estas
enzimas atacam o substrato polimérico em diferentes locais, elas criam novos sitios para a
acao de outras enzimas, ou seja, atuam sinergicamente (Morais, et al., 2010). A atividade
sinérgica das enzimas pode ser utilizada em processos industriais como uma ferramenta
biotecnoldgica para melhorar a producéao de bioenergia, no entanto, as enzimas encontram
na biomassa uma grande barreira para sua atuacao, que € a parede celular. Portanto, ha a
necessidade de métodos rapidos e reprodutiveis para otimizar a eficiéncia das celulases
para a producao de sacarideos e sua posterior conversao em bioetanol (KIM et al., 2010).

Muitos estudos estdo sendo conduzidos para criar celulases multifuncionais pelo
método de fusado génica, a fim de se obter novas enzimas, com aumento catalitico e maior
eficiéncia enzimatica para a degradacéao da celulose (HONG et al., 2006; KITAGO et al.,
2007; STREIT & SCHMITZ, 2004). A fusdo de dominios protéicos permite a construcao de
proteinas quiméricas com aumento da solubilidade e facilidade de purificagdo (AN et al.,
2005). Além disso, a atividade bifuncional das enzimas quiméricas é capaz de catalisar duas
ou mais reacoes e assim, permite a redugcdo do numero de enzimas na conversao da
biomassa, o0 que faz com que a utilizagdo das mesmas seja economicamente viavel (FAN et
al., 2009a, 2009b; LU & FENG, 2008; SUN et al., 2011). Pensando nos beneficios citados,
neste trabalho foi realizada a fusédo de uma celulase com uma xilanase de Trichoderma

harzianum.

1.1 Estrutura da parede celular vegetal

Mesmo considerando que ha grandes diferengas na composicao e estrutura anatémica
da parede celular vegetal, pode-se considerar que maior parte € formada por 35-50% de
celulose, 5-30% de lignina e de 20-35% de hemicelulose por peso seco da planta (LYND et
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al., 1999; NAKAZAWA et al., 2009). A figura 1 esquematiza estes polimeros na parede
celular vegetal. Os trés componentes supracitados formam estruturas chamadas de
microfibrilas, as quais estdo organizadas em macrofibrilas, que proporcionam estabilidade a
parede celular vegetal (RUBIN, 2008).

OH _~OH OH
= = =
®
%O/ \.O 0/
OH OH OH

p-Coumaryl alcohol Coniferyl alcohol  Sinapyl alcohol

&) © O :
.ﬁ@

oo
faroﬁb.ri[ @QC Q @Q

QCJ@@C

Plant cell

10-20 nm

Hemicellulose —___|

Pentose

Hexose

Cryslallme
cellulose

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura da parede celular vegetal (extraido de
RUBIN, 2008).

A celulose é o maior componente da biomassa da planta, sendo um polimero
altamente homogéneo e formado por ligagdes glicosidicas p-1,4 (LAUREANO-PEREZ et al.,
2005; SANDGREN et al., 2005) (figura 2). Este polimero € altamente simétrico, pois cada
um dos lados da cadeia pela qual € formado possui um numero igual de grupos hidroxila. O
acoplamento de moléculas de celulose adjacentes por ligagdes de hidrogénio e for¢a de van
der Waal’s resulta em um alinhamento paralelo e uma estrutura cristalina, que faz com que
as fibras tenham uma grande tensdo (ZHANG & LYND, 2004). A cristalinidade de algumas
regides da celulose na parede celular vegetal é separada por regides menos ordenadas,
resultando na celulose amorfa. Esta cristalinidade varia de 50% a 90%, dependendo da
origem (HON, 1994).
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A hemicelulose é a segunda fonte renovavel mais abundante com potencial uso em
bioprocessos (KULKARNI et al., 1999; LEE et al., 2009). Ela é uma mistura heterogénea de
diferentes polissacarideos e sua composicao varia com o tipo de planta. Sua constituicao é
basicamente de xilana, um heteropolimero formado por uma cadeia de residuos de xilose
com ligagao B-1,4 (SAHA, 2003; SANDGREN et al., 2005) (figura 2). A xilana, além de
possuir pentoses como a xilose, também é composto por arabinose, feruloil, acido metil-
glucurénico, acido cumarico e grupos acetil (DODD & CANN, 2009; EBRINGEROVA &
HEINZE, 2000).

A principal diferenca entre a celulose e a hemicelulose, € que a cadeia de celulose é
formada por ligacdes glicosidicas, enquanto a hemicelulose, a qual é composta
principalmente por xilana, é formada por liga¢des xilosidicas. Além disso, a hemicelulose é
mais heterogénea, pois possui curtas cadeias laterais ramificadas consistindo de diferentes
acucares, enquanto a celulose € mais homogénea por ser formada por longas cadeias de
glicose facilmente hidrolisaveis (VAN WYC, 2001).

A lignina é o terceiro maior componente da parede celular vegetal, caracterizada por
ser um polimero fendlico, sintetizado pela polimerizagcao do &lcoois p-coumaril, coniferil e
sinapil (RUBIN, 2008; SUN et al., 2001). Os blocos de lignina parecem ser ligados de modo
aleatdrio, resultando em uma estrutura bastante complicada. A lignina esta covalentemente
ligada a hemicelulose, primeiramente por ligagcdes éster com xilana, formando uma matriz
complexa cercada por microfibrilas de celulose. Este polimero é responsavel por dar
resisténcia a parede celular e proteger a planta de ataques de micro-organismos (DODD &
CANN, 2009; MOHR & SCHOPFER, 1995).
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Figura 2. Estrutura quimica da celulose (extraido de SANDGREN et al., 2005) e da xilana
(hemicelulose) (extraido de DODD & CANN, 2009).

1.2 Utilizacao da biomassa vegetal para a producao de etanol por hidrélise enzimatica

Denomina-se de biomassa todos o0s recursos naturais, ou seja, toda a massa de
material organico de qualquer material biologico (HOWARD et al.,, 2003). A biomassa
celulésica, também chamada de biomassa lignocelulésica, é a fonte renovavel mais
abundante existente (HIMMEL et al., 2007; RUBIN, 2008). Esta biomassa pode ser
processada para fornecer bioenergia de forma elaborada e adequada para uso. No Brasil, a
biomassa predominante € o bagaco da cana-de-agucar. Em 2008 foram gerados
aproximadamente 97 milhdes de toneladas deste residuo (base seca) (CASTRO et al.,
2010b). O pais € o maior produtor e exportador de cana-de-acucar, € o segundo maior
produtor de etanol (BNDES & CGEE, 2008).

A grande quantidade de biomassa produzida é considerada como residuo e muitas
vezes chamada de “lixo”, porém, este lixo tem um grande potencial para ser convertido em
diferentes produtos com alto valor agregado, como biocombustiveis, substancias quimicas,
fonte de energia barata, alimentagdo animal e nutrientes humanos (HOWARD et al., 2003).
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A producgéo de biocombustiveis tem sido o foco da atengdo mundial devido a muitos
problemas, dentre eles o aumento do preco do petréleo e seu esgotamento, além da alta
emissao de CO, pelos combustiveis fésseis (CASTRO & PEREIRA JR., 2010). A producao
do chamado etanol de primeira geracao (obtido por meio da fermentacdo da glicose
proveniente de uma matéria-prima, como da cana-de-agucar e do milho) tem resultado em
uma série de problemas que envolvem o preco dos alimentos, o uso e fertilidade do solo, o
habitat de animais selvagens, a emissdo de carbono e a qualidade da agua. O etanol de
segunda geracao (obtido a partir do material lignocelulésico por hidrélise enzimatica) seria
uma solugéo para os problemas citados anteriormente, entretanto, a produgéo deste tipo de
biocombustivel ainda sofre com os custos efetivos e as barreiras tecnoldgicas (GREENE et
al., 2004; JORDAN et al., 2007; LYND et al., 2008; NIGAM & SINGH, 2011; SIMS et al.,
2011; SINGH & OLSEN, 2011).

A cultura da qual a biomassa € derivada ndo € domesticada para este propésito. Os
métodos para a sacarificagdo e fermentagdo ainda sao ineficientes e caros (RUBIN, 2008).
Para que a producdo de bioetanol torne-se economicamente viavel, & crucial a
disponibilidade de matéria-prima e a melhora dos custos de enzimas com capacidade de
degrada-la, além da otimizacdo dos processos industriais, em especial, da sacarificacao
(HIMMEL et al., 2007).

A obtencdo de bioetanol necessita, portanto, de tecnologias com base em materiais
lignocelulésicos que envolvam a hidrolise dos polissacarideos da biomassa em agucares
fermentesciveis e sua posterior fermentacdo. Para isso, a hidrélise utiliza tecnologias
complexas e multifasicas com o uso de rotas acidas e enzimaticas para a remocao da
lignina e separacgao dos acucares (CASTRO & PEREIRA JR., 2010).

Devido a recalcitrancia da lignina presente nessa matéria-prima, se faz necessario o
uso de pré-tratamentos para a remocao da lignina e acessibilidade das enzimas hidroliticas
a hemicelulose e celulose. Estes pré-tratamentos sdo classificados como: quimicos, fisicos
ou biolégicos (BHAT, 2000). O processo convencional para a producao de etanol a partir da
biomassa lignocelulésica inclui os seguintes passos: pré-tratamento, que proporciona a
quebra da matriz lignocelulésica; hidrélise enzimatica, para a despolimerizagcao da celulose
em glicose; fermentagao, para transformagao da glicose em etanol por meio de leveduras;
destilacao e desidratacado, que permite a separacao e purificacdo do etanol para atender as
especificagdes do combustivel (MARGEOT et al., 2009).

Os processos de pré-tratamento podem ser feitos com acido ou base, explosdo a
vapor, solventes organicos, altas temperaturas e pressdao (STEPHANOPOULQOS, 2007).

O pré-tratamento quimico realizado com acido diluido consiste em aquecer uma
solugéo de acido e a biomassa em um reator com elevadas temperaturas para a remogao

de praticamente toda a hemicelulose, porém, este tipo de tratamento possui custos mais
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elevados do que outros processos, além de ser necesséaria a neutralizacdo do hidrolisado
nas etapas subsequentes de hidrélise enzimética e fermentacao (PITARELO, A. P., 2007;
SU & CHENG, 2002).

O processo utilizando bases no pré-tratamento utiliza condicdes moderadas de
temperatura e pressao quando comparadas com a utilizacao de acidos. O principal efeito é a
remogdo da lignina da biomassa, por “inchar” a mesma e diminuir a cristalinidade da
celulose, desta forma, ha um aumento da superficie de contato e porosidade da parede
celular (BAUDEL, et al., 2005; PITARELO, A. P., 2007), porém, este processo também &
caro em relagédo aos outros utilizados.

O pré-tratamento fisico, como o de exploséo a vapor, a biomassa € tratada com vapor
saturado a temperaturas de 160 °C e 240 °C durante um curto periodo de tempo, apos,
ocorre a descompressdo explosiva do sistema e o material pré-tratado é coletado
(PITARELO, A. P., 2007). Durante este processo, a hemicelulose é hidrolisada em agucares
soluveis e a lignina parcialmente modificada, tornando a biomassa suscetivel a solvatagéo e
depois, aos processos de hidrélise acida ou enzimatica (SUN & CHENG, 2002).

O problema do pré-tratamento sdo as consequéncias geradas, como a formagéo de
produtos inespecificos que degradam o agucar e inibem a fermentacdo, necessidade do
tratamento posterior dos residuos quimicos gerados e a corrosao de bioreatores e
equipamentos (HOWARD et al., 2003; MARGEQT et al., 2009).

A utilizagao de celulases na hidrolise da celulose ocorre em condigbes mais brandas
de pressao, temperatura e pH quando comparados com os processos quimicos e fisicos. A
hidrélise enzimatica apresenta elevada especificidade e elimina a producao de inibidores na
fermentagé@o, como furfurais e derivados de lignina. Embora os custos de biocatalisadores
sejam altos, a economia no processo se da tanto pelo ponto de vista energético quanto
metallrgico, devido os equipamentos serem fabricados com materiais menos nobres, ja que
terdo menos problemas com corrosdo (GALBE & ZACCHI, 2002; SHEEHAN & HIMMEL,
1999).

A hidrélise enzimatica e a conversao dos agucares em etanol podem ocorrer por dois
processos, de forma sequencial, em um processo denominado HSF (hidrélise separada da
fermentagao) ou simultanea, em um processo chamado de SSF (sacarificacdo simultanea a
fermentacdo) (KADAR et al., 2004; OLOFSSON et al., 2008).

O SSF possui menor custo de investimento. A glicose liberada é concomitantemente
usada pela fermentagéo, assim, ha uma reducdo da inibicdo das enzimas e otimizagao do
processo. Esta baixa concentracdo de glicose no meio favorece o equilibrio das outras
reacoes de hidrolise, formando mais produto e reduzindo o risco de contaminagao do
sistema. J4 o HSF tem como vantagem a possibilidade de hidrolise e fermentagao

ocorrerem em suas condicbes Otimas, uma vez que 0S processos acontecem
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separadamente. Como ndo ha matéria-prima em suspensao durante a fermentacdo, as
células podem ser recicladas ao sistema, porém, a desvantagem é o acumulo de agucares
intermediarios provenientes da hidrélise e consequentemente, a inibicdo das enzimas, o que
faz com que também haja uma reducédo na conversao final de glicose (KADAR et al., 2004;
OLOFSSON et al., 2008). Outro processo que pode ser realizado € o SSCF (sacarificacao
simultdnea a cofermentacdo), em que ha ao mesmo tempo a hidrélise da celulose e da
hemicelulose e fermentacado. Na cofermentacao, ha a possibilidade de se fermentar hexoses
e pentoses, no caso desta ultima, xilose, proveniente da hemicelulose (CARDONA &
SANCHES, 2007).

Ha duas estratégias para a producao de celulases por micro-organismos durante a
fermentagdo, uma chamada de FES (fermentacdo no estado sélido) e outra de FS
(fermentac&o submersa) e a principal diferenga entre elas € o teor de dgua presente no meio
(MITCHELL et al., 2000; PANDEY, 2003; RAGHAVARAO et al., 2003; SANTOS et al.,
2004). Na FES, a agua livre é praticamente ausente, ou seja, a agua encontra-se
complexada ao substrato, o qual mimetiza as condi¢ées encontradas na natureza (PANDEY,
2003; RAGHAVARAO et al., 2003). A maior desvantagem nesse tipo de estratégia, é que, a
limitacdo de agua pode levar a desnaturacdo de enzimas que participam do processo de
metabolismo do fungo, por isso, é evitada quando objetiva-se a geracao de muito produto
em escalas maiores, como em bioreatores (ROBINSON & NIGAM, 2003). Na FS ha um alto
teor de agua e o meio diluido favorece o controle de temperatura de cultivo, o que permite
que nao haja degradacdao de enzimas, porém, ha necessidade de esterilizacdo, ja que o
meio liquido é mais propicio a contaminagdes (MITCHELL et al., 2000; SANTOS et al.,
2004).

Como visto anteriormente, ainda € indispensavel o pré-tratamento do material
lignocelulésico quando se trata de hidrolise enzimatica. A produgdo de celulases em
quantidade suficiente e sua aplicagdo se encontram ainda em fase de desenvolvimento.
Ainda sdo necessarios muitos estudos sobre quais tecnologias e estratégias devem ser
adotadas para que se possa alcancar o aumento da produtividade e fazer com que a
producdo de bioetanol seja economicamente viavel (HIMMEL et al, 2007;
STEPHANOPOQULOS, 2007). As abordagens biotecnolégicas existentes sdo poderosas e
vém se tornando disponiveis para que se possa vencer a recalcitrancia da biomassa e a

producdo sustentavel de bioetanol em larga escala (LYND et al., 2008.)

1.3 Enzimas do complexo celulolitico e xilanalitico
As celulases e xilanases sao hidrolases que constituem um complexo de vaérias

enzimas que atuam sinergicamente. No caso das celulases, elas clivam regides da celulose
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amorfa e cristalina, ja as xilanases, atuam sobre o principal componente da hemicelulose, a
xilana.

Estas enzimas sao responsaveis pela quebra de ligagcbes O-glicosidicas e
primeiramente foram classificadas de acordo com o modo de ag&o de seu dominio catalitico,
mais recentemente, elas sao classificadas baseadas sobre suas propriedades estruturais
(HENRISSAT et al., 1998).

As enzimas que compbem o sistema celulolitico sdo as celulases, que sado as
responsaveis por hidrolisar as ligagdes glicosidicas -1,4 na cadeia de celulose. De acordo
com a E.C. (Enzyme Commission), as celulases séo classificadas com o numero 3.2.1.x,
onde o x varia de acordo com a enzima celulolitica e sdo divididas em trés grupos (AWAFO,
1997; LYND et al, 2002):

e Endoglucanases: grupo representado pelas -1,4-endoglucanases (EC 3.2.1.4), as
quais clivam aleatoriamente as ligagdes glicosidicas internas, mais especificamente na
regido amorfa da celulose, liberando oligossacarideos de varios tamanhos;

e Exoglucanases: grupo formado pelas (-1,4-celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e
glucanohidrolases (EC 3.2.1.74). As celobiohidrolases atuam sobre as extremidades
redutoras (CBHI) e nao redutoras (CBHII) da regiao cristalina da celulose, liberando
glicose ou celobiose;

e (-glicosidases: grupo representado pelas (-1,4-glicosidases (EC3.2.1.21), que
catalisam a hidrélise da celobiose ou de celodextrinas sollveis em glicose.

De acordo com Lynd et al. (2002), a quebra enzimatica das ligagdes glicosidicas p-1,4
ocorre por um mecanismo de hidrélise acida, usando um proéton doador e um nucledfilo ou
base.

Devido a natureza recalcitrante da celulose, o sistema celulolitico possui uma
caracteristica geral para a maioria das celulases, uma estrutura modular que inclui os
médulos catalitico e de ligagao a celulose. O médulo de ligacdo a celulose (CBM: cellulose-
binding module) facilita a hidrélise por se ligar a superficie da celulose e permite que o
dominio catalitico (CD: catalytic domain) fique proximo ao seu substrato (LYND et al., 2002).
Além disso, os CBMs sao importantes para a iniciacao e processividade das exoglucanases
(TEERI et al., 1998).

As celulases atuam sinergicamente, ou seja, possuem atividade coletiva e de maneira
coordenada para hidrolisar eficientemente a celulose, esquematizada na figura 3. Essa
atividade coletiva é maior do que a soma das atividades individuais das enzimas. H& quatro
formas de sinergismo relatadas: sinergia entre endoglucanases e exoglucanases; sinergia
entre as exoglucanases; sinergia entre exoglucanases e B-glicosidases e por fim, sinergia
entre CDs e CBMs (DIN et al., 1994).
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Figura 3. Representacao esquematica do modo de acao das principais celulases que compoem
o complexo celulolitico (extraido de WANG et al., 2012a).

As celulases ndo sao as Unicas enzimas pertencentes a familia das glicosil-hidrolases
(GHs). Muitas hemicelulases, no caso, xilanases, também pertencem a esta familia.

O complexo xilanalitico € formado pelas xilanases, capazes de degradar xilana, o
principal componente da hemicelulose. A hidrolise completa da xilana envolve a acao
sinérgica de varias enzimas (Figura 4) que podem tanto clivar a cadeia principal de xilana,
quanto suas ramificagdes, sdo elas (DODD & CANN, 2009; POLIZELI et al., 2005; ZHANG
etal, 2011b):

e 3-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8), que sdo responsaveis por clivar ligacdes xilosidicas

internas (-1,4 na cadeia de xilana. Elas reconhecem locais especificos para a

clivagem com base em propriedades do polissacarideo, como o comprimento da

cadeia e os niveis de ramificagao;

B-D-xilosidades (EC 3.2.1.37), que hidrolisam a extremidade nao redutora de
oligbmeros B-D-xilopiranosil (resultante da degradacdo por endoxilanases) liberando
xilose. A remogao de xilooligossacarideos possibilita maior eficiéncia da hidrélise de
xilana, ja que esse agUcar inibe a agao das xilanases;

a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), que s&o capazes de clivar ligagdes a-
glicosidicas entre arabinose e xilose. Complexos que contém grande quantidade de

arabinoxilana necessitam de um pré-tratamento com esta enzima.

a-glucuronidases (EC 3.2.1.139), que clivam liga¢des a(1->2), as quais ligam unidades

do acido metil-glucurdnico na xilana;

acetilxilanaesterases (EC 3.1.1.72), que permitem a remoc¢ao dos grupos O-acetil nas

posigdes 2 e 3 dos residuos de B-D-xilopiranosil;
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o feruloilesterases (EC 3.1.1.73), que hidrolisam as ligacGes éster entre cadeias de
arabinose e acido ferulico;
e p-acido cumarico esterases (EC 3.1.1.73), que clivam as ligacdes éster entre

arabinose e acido p-cumarico, e lignina e acido p-cumarico.
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Figura 4. Representacao esquematica da xilana e das xilanases que compdem o complexo
xilanalitico (extraido de DODD & CANN, 2009).

1.4 O fungo Trichoderma harzianum

As celulases podem ser produzidas por uma gama de micro-organismos, mas
principalmente por fungos filamentosos. Os fungos hiperceluloliticos mais estudados
funcionalmente, bioquimicamente e estruturalmente sado: Trichoderma reesei (Hypocrea
jecorina), Humicola insolens e Aspergillus niger (CASTRO et al., 2010b; KUMAR et al. 2008;
VON OSSOWSKI et al. 2003).

Trichoderma sp. sao fungos saprofitos do solo (MELO, 1996). Estes fungos sao
considerados importantes produtores de celulases e xilanases. Por ndo serem patogénicos
e de facil cultivo, podem ser usados industrialmente, pois os altos niveis de produgéao
enzimatica sao extracelulares (KAR et al., 2006).

O fungo T. harzianum é uma forma assexuada do fungo Hypocrea lixii e € utilizado
como controle biolégico (ALMEIDA, 2009; FARIA et al. 2002). Recentemente, uma cepa
particular desse fungo (I0C-3844) tem sido estudada para ser utilizada em processos
industriais (CASTRO et al., 2010b). Esse fungo apresenta uma atividade balanceada das
celulases B-glicosidases, endoglucanases e exoglucanases, sendo capaz de hidrolisar
eficientemente substratos celuloliticos (soluveis e insoluveis) em glicose (CASTRO et al.,
2010a, 2010b). Rezende et al. (2002) e Silveira et al. (1999) verificaram que o mesmo fungo
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tem a capacidade de produzir xilanases, e que, a adicdo destas xilanases facilitam o
processo de hidrélise da madeira pré-tratada, assim como no refinamento da celulose.

As enzimas desse fungo ja sdo bem caracterizadas, entretanto, pouco € conhecido
sobre a sua maquinaria celulolitica, tanto biofisicamente quanto bioquimicamente (COLUSSI
et al.,, 2010; COLUSSI et al., 2011; LEE et al., 2009).

Apesar do T. reesei ser o fungo mais utilizado em processos industriais, o T.
harzianum mostrou maior produtividade e atividade especifica quando se trata de producao
de celulases visando o etanol. Trabalhos demonstram que a cepa T. harzianum |0C-3844 é
promissora para a produgéo de celulases por fermentagdo submersa do bagago de cana-de-
acucar pré-tratado (celulignina). Esta cepa possui alta atividade endoglucanasica e uma
atividade ainda mais relevante de B-glicosidase. Além disso, o extrato bruto do
sobrenadante de cultivo do fungo demonstra ter caracteristicas apropriadas para hidrélise de
celulose, atividade xilanasica acessoria e alta estabilidade térmica. Portanto, o T. harzianum
I0C-3844 é um potencial produtor de enzimas do complexo celulolitico, podendo ser
utiizado no processo simultdneo de sacarificacdo e fermentagdo da cana-de-agucar
(CASTRO et al., 2010b; CASTRO & PEREIRA JR., 2010; COLUSSI et al., 2011; FERREIRA
et al., 2010; VAZQUEZ et al., 2007). No entanto, ainda sdo poucos os estudos relativos ao

seu sistema celulolitico e xilanalitico.

1.5 Fusao de enzimas

Na natureza, as proteinas estdo muitas vezes organizadas em multidominios, a fim de
realizar fungbes que requerem mais do que uma unica funcdo (BAYER et al., 1998; TSUJI et
al., 2001). Enzimas multifuncionais, principalmente as bifuncionais, ocorrem na natureza
como uma enzima possuidora de capacidades cataliticas diferentes (HUANG et al., 2001;
MILES et al., 1999). A expressao desse tipo de enzima pode ser controlada por elementos
regulatérios comuns, por vezes, isso se deve a reacgdes de catalise sequenciais, que tendem
a evoluir para enzimas bi ou multifuncionais para que o metabolismo seja mais eficiente
(KHANDEPARKER & NUMAN, 2008).

Alguns exemplos da diversidade natural de enzimas bifuncionais tém sido relatados
em alguns estudos. Pohlschroder et al. (1994), demonstraram a presenga de um sistema
multicomplexo celulase-xilanase em Clostridium papyrosolvens C7, em que foi encontrada a
atividade de xilanase em adicdo a atividade de celulase. Flint et al. (1993), encontraram
outra xilanase-celulase bifuncional de Ruminoccocus xavefaciens e verificaram atividade de
xilanase e B-glucanase, demonstrando que a proteina possuia dois dominios cataliticos
separados que resulta em um polipeptideo que atua em diferentes substratos poliméricos.
Chen et al. (2006), encontraram uma xilanase de Aspergillus Niger A-25, chamada de Xyn3,
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a qual demonstrou atividade de B-glucanase além de xilanase, indicando que ambas
atividades sao catalisadas por um mesmo sitio ativo.

Desde o surgimento das técnicas de DNA recombinante por volta dos anos 70, a
tecnologia de fusdo génica tem sido amplamente utilizada para selecdo bioldgica,
recuperacao e producao (e facilitagcdo de purificacdo) de proteinas recombinantes (FORD et
al., 1991; SLAUCH & SILHAVY, 1991). Apesar de existirem enzimas que evoluiram para a
funcao bifuncional, a maioria das enzimas hibridas é resultante da fuséo in vitro de enzimas
individuais. Portanto, cientistas adotaram a estratégia natural das enzimas bifuncionais para
desenvolver proteinas quiméricas recombinantes, as quais tem se tornado ferramentas
indispensaveis em muitas aplicagbes biotecnolégicas (BEGUIN, 1999; BULOW &
MOSBACH, 1991; LEVY & SHOSEYOV, 2002; NIXON et al., 1998).

A fusdo protéica é uma abordagem importante em pesquisa bioquimica. A fuséo
funcional de duas enzimas deve ter varias vantagens em reagao as propriedades cinéticas e
de producgéo das enzimas individuais, assim como, novas propriedades e reatividade (LEVY
et al., 2003; MESTA et al., 2001).

Algumas vezes, as enzimas quiméricas demonstram atividade superior, ou seja, elas
alcancam um melhor desempenho do que a acdo sucessiva de enzimas individuais
(BULOW & MOSBACH, 1991; LEMOS et al., 2003). Entretanto, a atividade especifica das
enzimas de fusdo depende de como a fusdo foi realizada, tais como a ordem de suas
sequéncias e comprimento e composicao da regidao conectora entre os médulos protéicos
(VON OSSOWSKI et al., 2005). Portanto, a criacdo de enzimas quiméricas depende do
conhecimento detalhado da sequéncia e, se possivel, da estrutura das enzimas nativas
(NIXON et al., 1998).

A maior desvantagem na construcao de proteinas de fusao, é que elas sao suscetiveis
a protedlise, pois geralmente, a fusdo acaba por interferir nas propriedades funcionais e
estruturais das proteinas recombinantes. O enovelamento incorreto da proteina e a
interacdo protéica inapropriada desestabilizam a estrutura e afetam a atividade dos
dominios da enzima fusionada (BALBAS, 2001; HONG et al., 2006).

As proteinas de fusdo podem ser criadas por dois métodos, um chamado de end-to-
end e o outro, chamado de insercional. Na fusdo end-to-end, o N-terminal de um dominio é
ligado ao C-terminal de outro (DOl & YANAGAWA, 1999). Este tipo de fusdo mantém a
funcdo intacta de ambas as proteinas, porém, € essencial uma pequena sequéncia
peptidica, chamada de linker, entre as proteinas individuais para reduzir a interferéncia do
enovelamento uma sobre a outra, para que possam executar suas fungdes
independentemente (CRASTRO & FENG, 2000). Na fusdo insercional, um dominio é
inserido em fase no meio de outro (DOl & YANAGAWA, 1999).
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A eficiéncia enzimatica para a degradacao de biomassa lignocelulésica depende de
muitos fatores, incluindo a estabilidade da enzima, temperatura, sinergia, atividade,
composicao do substrato, pH, pré-tratamento, entre outros (LYND et al., 2002). Assim, séo
necessarios métodos rapidos, confidveis e reprodutiveis para avaliar e aperfeicoar a
conversao de agucares em biocombustivel (KIM et al., 2010).

Estudos realizados demonstram que o0 uso de uma ou poucas celulases para fins
biotecnoldgicos é limitado e raramente apresenta um alto rendimento (HEINZELMAN et al.,
2009; JUNG et al., 1993; ZHANG et al., 2011a).

O aumento da sinergia para melhorar os processos industriais € cada vez mais
necessario. A fusdo de enzimas do complexo celulolitico e xilanalitico pode aumentar a
capacidade da acao destas enzimas na degradagao da celulose e hemicelulose (AN et al.,
2005; MORAIS et al., 2010).

A necessidade de multiplas enzimas para a despolimerizagdo da lignocelulose € um
dos grandes obstaculos econémicos para a bioconversao em etanol, pois a produgao exige
um grande numero de enzimas, o que torna os custos altos. A possibilidade de aumentar a
atividade hidrolitica e a redugdo no numero de enzimas requeridas no processo de
sacarificacdo da biomassa lignocelulésica pode reduzir bastante os custos efetivos para a
producdo do bioetanol. A engenharia de enzimas com multiplos dominios capazes de
catalisar duas ou mais reacdes viabilizam essa reducdo. Deste modo, a engenharia de
proteinas permite criar enzimas multifuncionais que podem explorar a construgcdo de
enzimas unicas com especificidade para trés ou mais substratos (FAN et al., 2009b).

A atividade bifuncional de xilanase e celulase ndo é vantajosa para a industria de
papel porque é indesejavel os efeitos da celulase sobre a qualidade do papel produzido,
porém, esta bifuncionalidade pode ser de grande valor para outras aplicacées, como a
producao de bioetanol (KHANDEPARKER & NUMAN, 2008).

A habilidade de modificar as propriedades das proteinas permitira expandir seu uso
em biotecnologia, resultando em um importante papel das enzimas de fusdo. Portanto,
qualquer aplicagdo de enzimas quiméricas é uma estratégia promissora para a conversao
enzimatica eficiente da biomassa. Entretanto, € necessario que estas quimeras sejam
extensivamente caracterizadas enzimaticamente e comparadas com suas parentais (FAN et
al., 2009b).

Alguns autores relataram suas experiéncias com enzimas quiméricas. Kim et al. (2010)
construiram endoglucanases quiméricas adicionando ou excluindo seu dominio de ligagcéo a
celulose a cada regiao N ou C-terminal das enzimas estudadas para avaliar o seu papel na
hidrolise da celulose em relagdo a substratos sélidos naturais e pré-tratados. Verificaram
que a adigao do dominio de ligagéo a celulose (CBD) geralmente aumenta a atividade sobre
a celulose microcristalina (Avicel). Ja An et al. (2005), desenharam uma enzima bifuncional
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artificial xilanase-celulase de Clostridium thermocellum e de Pectobacterium chrysanthemi
PY35, respectivamente, que demonstrou 6tima atividade em pH 8,0 e na temperatura de 50
C para a celulase e 70 °C para a xilanase. Von Ossowski et al. (2005) colocaram um linker
longo e flexivel entre uma celobiohidrolase e uma exoglucanase, extraindo seus CBDs para
distinguir entre as contribuicées do linker e do CBD para a curva de dispersao, uma vez que,
ambos contém aproximadamente o0 mesmo numero de aminoacidos. Concluiram que as
celulases em solugcdo adquirem um conjunto de conformacdes com diferentes distancias
relativas entre dois dominios funcionais, resultantes da capacidade de seus linkers adotarem
estruturas compactas e estendidas. Estas propriedades estruturais sdo provavelmente
essenciais para a funcado do linker como uma mola entre os dois mddulos funcionais.
Portanto, uma enzima que contenha dois dominios pode ter mais de uma conformacao,
estatica ou variavel, o que pode interferir em sua atividade.

Varios outros pesquisadores construiram proteinas quiméricas por fusdo de
extremidades, utilizando xilanases, endoglucanases, celobiohidrolases e [-glicosidases,
combinando, extraindo ou adicionando seus dominios de ligagdo e catalitico, e relataram
suas avaliagbes e comparagbes com as enzimas co-expressas e independentemente
expressas, mostrando bons resultados para as proteinas fusionadas (HEINZELMAN et al.,
2009, 2010; LANTZ et al., 2010; MORAIS et al., 2010).

Os estudos de enzimas quiméricas fornecem uma compreensao mais ampla de como
a estrutura de uma enzima esté relacionada a sua fungdo e quais mudangas podem ser
toleradas dentro de um caso particular, além da capacidade de projetar propriedades das
proteinas e assim ampliar a utilizacdo das mesmas em biotecnologia (NIXON et al., 1998).

1.6 EGlIl e Xyn3: as enzimas utilizadas no presente trabalho

Nesse trabalho, foi descrita a abordagem utilizada para construir uma fusdo entre uma
endoglucanase Il (EGIII) e xilanase Il (Xyn3) do fungo filamentoso Trichoderma harzianum
cepa I0C-3844.

As celulases sao classificadas em 13 familias das glicosil-hidrolases de acordo com a
similaridade das sequéncias de aminoacidos: GH 5, 6, 7, 8, 9, 12, 26, 44, 45, 48, 51,61 e 74
(HENRISSAT & DAVIES, 2000). A EGIIl pertence a familia 12, por isso, também é
conhecida como Cel12A. Enzimas que fazem parte desta familia sdo caracterizadas por ter
baixa massa molecular, um Unico dominio catalitico e auséncia de um mddulo de ligagéo a
celulose (MACARRON et al, 1993; NAKAZAWA et al., 2009). Possuem uma estrutura
compacta B-sanduiche curvada para criar um sitio de ligacdo a celulose (SULZENBACHER
et al., 1999). Esta arquitetura é baseada sobre um enovelamento compacto B-jelly-roll, que
contém uma a-hélice e duas folhas-f consistindo de um total de 15 fitas-B (SANDGREN et
al., 2001). Okada et al. (2000), identificaram dois residuos cataliticos, E116 e E200, para a
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EGIll de T. reesei, esses residuos encontram-se localizados na mesma posicao na
sequéncia de T. harzianum.

A EGIll de T. harzianum, depositada no banco de dados GenBank (nUmero de acesso
JQ923478), foi caracterizada em nosso laboratério por Generoso et al. (2012). Foi verificado
que esta enzima possui 81% de identidade com a de T. reesei. A ORF possui 705 pb,
codificando uma proteina com 235 aminoéacidos. A enzima foi expressa em Pichia pastoris e
apresentou massa molecular tedrica de 24,6 kDa, com temperatura étima de 48 °C e pH 5,5,
além de caracteristicas cinético-enzimaticas semelhantes aquelas encontradas na literatura
para a EGlIl de T. reesei.

As xilanases também sao classificadas como glicosil-hidrolases nas familias: GH 5, 7,
8, 10, 11 e 43, porém, a maioria delas se encontram nas familias 10 e 11.

As xilanases da familia 10 sdo caracterizadas por ter alta massa molecular e baixo pl
(BEG et al.,, 2001; CANTAREL et al., 2009). A estrutura € em forma de tim barril, consistindo
de oito a-hélices e oito folhas-p alternadas paralelamente, na qual o substrato se liga
superficialmente (DODD & CANN, 2009; NATESH et al., 1999). As enzimas da familia 10
podem atacar tanto sitios proximos as ramificagdes da cadeia, quanto xilooligossacarideos
ligados a outras cadeias polissacaridicas, o que faz com que elas tenham maior
versatilidade (BIELY et al, 1993; ZHANG et al, 2011a). A Xyn3 contém dois residuos
cataliticos, E176 e E282 (GENEROSO, 2012).

As xilanases que compdem a familia 11, possuem baixa massa molecular, alto pl e
uma estrutura em jelly-roll, formada de folhas-p antiparalelas em forma de barril com uma
hélice perpendicular, dando a estrutura da enzima a aparéncia de uma mao semi-fechada.
Nessa familia, o grupo catalitico acomoda de cinco a sete residuos xilopiranosidicos (DODD
& CANN, 2009; SUBRAMANIYAN & PREMA, 2002).

A Xyn3 de T. harzianum foi caracterizada em nosso laboratério por Generoso (2012),
que verificou que esta enzima possui 83% de identidade com a de T. reesei. A ORF possui
1044 pb, codificando uma proteina com 347 aminoacidos. A massa molecular € de
aproximadamente 35 kDa, com temperatura 6tima de 40 °C e pH 6,5.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo a construgdo, expressao e caracterizacao
bioguimica e cinética de uma enzima quimérica resultante da fusdo génica das enzimas
EGiIIl e Xyn3 provenientes do fungo filamentoso Trichoderma harzianum cepa I0C- 3844.

2.2 Objetivos Especificos

e Fundir o cDNA que codifica a endoglucanase Il de T. harzianum a um que codifica a
xilanase 11l do mesmo fungo (ja clonados em vetor para expressao em Pichia pastoris);

e Transformar a levedura P. pastoris com a construcao realizada e isolar transformantes

hiperprodutores da enzima quimérica;

e Selecionar os transformantes produtores e purificar a enzima;

e Caracterizar a enzima quimérica quanto as suas atividades cataliticas em relacao ao

seu pH, temperatura, termoestabilidade e estabelecer parametros cinéticos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Clonagem e expressao da quimera ThEg3Xyn3

3.1.1 Clones usados na construcao da quimera

As regides codificadoras da EGlII e da Xyn3 foram obtidas de uma biblioteca de cDNA
do fungo filamentoso Trichoderma harzianum cepa 10C-3844, disponivel em nosso
laboratério (MALAGO JR, 2012).

Os dois cDNAs foram clonados em vetor pGAPZaoA (Figura 5). O cDNA da Egllll foi
clonado de forma a excluir a sequéncia codificadora do peptideo sinal, utilizando dessa
forma, o peptideo sinal do plasmideo (fator a) (GENEROSO et al., 2012). O cDNA da Xyn3
foi clonado mantendo seu peptideo sinal nativo, excluindo-se o fator a. A producao
recombinante e caracterizacdo da Xyn3 foi tema do trabalho de mestrado do estudante
Wesley Cardoso Generoso (GENEROSO, 2012).
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Figura 5. Mapa do vetor de expressao pGAPZaA (Invitrogen) e sequéncia do sitio de clonagem
multipla (MCS). No mapa observa-se a regido PGAP, referente ao promotor do gene GAPDH; AOX1
TT, que indica o terminador de transcricdo do gene AOX1; Zeocin, o gene de resisténcia ao
antibiético zeocina; a-factor, sequéncia que permite a secrecdo da proteina; 6xHis, cauda de
polihistidina. No MCS esta indicado o inicio e fim da sequéncia sinal fator a, o sinal de clivagem Kex e
as enzimas de restricdo que podem ser usadas para a clonagem nesse vetor.
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3.1.2 Construcao do plasmideo de expressao contendo a quimera

Para a construcado da quimera ThEg3Xyn3, o plasmideo pGAPZaA contendo o cDNA
da enzima EGlIl (denominado de pGAPEGS3) foi usado como base para a fusdo com o cDNA
da Xyn3 na porg¢ado 3’ do primeiro cDNA. O plasmideo pGAPEGS foi clivado com 10 U da
enzima de restricdo Sall (Fermentas), 1x do tampao Orange, 700 ng de DNA em uma
reagédo de 30 yL. A reagao foi incubada a 37 °C por 16 h. Restando 1 h para o término da
reacado de clivagem, 1U de SAP (USB) foi adicionada para evitar a ligacdo de ambas as
extremidades clivadas com Sall. Apés, a banda do DNA clivado foi purificada de gel de
agarose 1%, utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega).

A ORF da Xyn3, clonada em pGAPZaA, foi amplificada por PCR a partir da sequéncia
de residuos QASVSI, excluindo-se o seu peptideo sinal e inserindo um linker na porgao 5,
composto de glicinas e serinas, com o objetivo de dar estabilidade a fusao.

A amplificacdo foi realizada utilizando os primers  Xyn3fusFw, 5'-
AAAGTCGACGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTAGTCAAGCCTCCGTGAGCAT-3’
e ThXyn3 reverse, 5-CCGTCGACTTGTAAAATGCTTACAATACTG-3' (as sequéncias
grifadas indicam o sitio da enzima de restricdo Sall e a sequéncia em negrito indica o linker
anterior ao inicio da sequéncia de Xyn3, que ficou localizado entre as duas proteinas
fusionadas).

A amplificacéo foi realizada utilizando 50 ng de DNA plasmidial, 0,2 mM de cada dNTP
(Invitrogen), 1x tampao da enzima, 2,5 mM de MgCl,, 0,4 uM de cada primer e 1,25 U de taq
DNA polimerase (Fermentas) em uma reacao de 25 yL. O ciclo de reacéo utilizado foi de 94
°C por 5 min de desnaturacao, seguido por 35 ciclos de 1 min a 94 °C de desnaturacéao, 1
min a 54 °C de hibridizacdo e 1 min a 72 °C de elongagéao e uma etapa final de 7 min a 72
°C. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1% e purificados do gel
utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega).

O DNA purificado foi ligado ao vetor de propagacédo pTZ57R/T (InsTAclone PCR
Cloning Kit - Fermentas) (Anexo I), resultando no plasmideo pTZXyn3. A ligagédo foi
realizada usando a proporcdo 5:1 inserto/plasmideo, juntamente com 3,75 U da T4 DNA
ligase (Invitrogen) e 1x tampao da T4 DNA ligase, em um volume final de 20 pL. A reacao
ocorreu por 16 h a 4 °C e ap6s este periodo, 20 pL de reagao foram adicionados a 200 uL
de células de E. coli quimiocompetentes TOP10 (Invitrogen). A transformacao ocorreu por
incubagao da mistura por 90 s a 42 °C e 1 min em gelo, posteriormente adicionaram-se 800
ML de meio LB liquido (Invitrogen) e incubou-se por 50 min a 37 °C. Foram inoculados 50 pL
desta ligacdo em placas de Petri contendo 15 mL de meio LB Agar (Invitrogen) com 100
ug/mL do antibidtico Ampicilina (Gibco), 0,005% de X-gal (USB) e 0,66 mM de IPTG
(Invitrogen). As placas foram incubadas por 16 h a 37 °C e as col6nias brancas, com os
possiveis recombinantes, foram crescidas em 5 mL de meio LB liquido, por 16 h a 37°C com
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agitacdo de 250 rpm. Em seguida, foi efetuada a extracdo de DNA plasmidial utilizando o
método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 2001).

O plasmideo recombinante pTZXyn3 foi utilizado para obter o fragmento de DNA Xyn3
contendo o linker em sua porgao N-terminal. O plasmideo foi clivado com 10 U da enzima de
restricao Sall (Fermentas), 1x do tampéao Orange, 500 ng de DNA em uma reagao de 30 pL.
A reacao foi incubada a 37 °C por 16 h. O pTZXyn3 clivado foi separado em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo e a banda referente a Xyn3 contendo o linker (936 pb) foi
retirada do gel e purificada com o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega).

O DNA purificado foi ligado a extremidade 3’ do fragmento de EGIIl do plasmideo
pGAPEGS defosforilado, para isso, foi utilizado 1 x tamp&o da T4 DNA ligase, 3,75 U da T4
DNA ligase e a propor¢ao 5:1 inserto/plasmideo em um volume final de 20 pL. A reagéo
ocorreu por 16 h a 4 °C e apds este periodo, 20 uL de reagao foram adicionados a 200 pL
de células de E. coli quimiocompetentes TOP10 (Invitrogen). A transformagdo ocorreu por
incubag&o da mistura por 90 s a 42 °C e 1 min em gelo, posteriormente adicionaram-se 800
ML de meio LB liquido (Invitrogen) e incubou-se por 50 min a 37 °C. Foram plaqueados 50
uL desta ligagdo em placas de Petri contendo 15 mL de meio LB Agar Low Salt (Invitrogen)
com 25 ug/mL do antibiético Zeocina (Invitrogen). As placas foram incubadas por 16 h a 37
°C. O plasmideo contendo a fusdo de ambas as enzimas foi denominado pGAPEG3Xyn3.

Para a identificacdo dos transformantes, foi feita uma PCR de colénia usando um
primer interno da Xyn3, XYLIII_Harz_Seq3Fw, (5-GTGACGCCAGAGAATAGC-3’) e o
primer AOX3’ (5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’) do vetor pGAP. Esta combinacado de
primers foi usada para verificar a orientacdo em que o fragmento de Xyn3 juntamente com o
linker havia se ligado ao pGAPEGS3, que por possuir 0 mesmo sitio de restricio em ambas
as extremidades, a porcao 3’ de Xyn3 poderia se ligar a porcao 3’ do fragmento de EGlII.

Uma pequena quantidade da colénia (pega com a ponta de um palito de dente) foi
adicionada a mistura de reagédo de PCR contendo 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen), 1x
tampéo da enzima, 2,5 mM de MgCl,, 0,4 uyM de cada primer e 1,25 U de tag DNA
polimerase (Fermentas) em uma reacao de 25 pL. A ciclagem foi de 94 °C por 5 min de
desnaturagéo, seguido por 35 ciclos de 1 min e 30 s a 94 °C de desnaturacdo, 1 mine 30 s
a 53 °C de hibridizacdo e 1 min e 30 s a 72 °C de elongagéo e uma etapa final de 7 min a 72
°C. Os produtos amplificados gerados pela PCR foram analisados em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. A extracdo do DNA plasmidial foi efetuada utilizando o
método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 2001).

Um esquema geral da estratégia utilizada para a construcdo do plasmideo
pGAPEG3Xyn3 pode ser visto na figura 6. A figura 7 mostra uma representagao linear do
plasmideo contruido, incluindo os residuos de aminoacidos das jungoes.
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Figura 6. Esquema da fusao que resultou no plasmideo pGAPEG3Xyn3. O plasmideo pGAPEG3
foi clivado na regido C-terminal de EGIll com a enzima Sall, em seguida, o plasmideo pTZXyn3 foi
clivado em ambas extremidades de Xyn3 com a mesma enzima. O N-terminal de Xyn3 foi ligado ao
C-terminal de EGIII. Entre a fusao das duas enzimas, foi inserido um linker (L) para dar estabilidade a

fusao.
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Figura 7. Esquema linear do plasmideo pGAPEG3Xyn3. O plasmideo em forma linear representa
as jungdes e seus respectivos residuos. As flechas indicam os residuos de EGIII e Xyn3; em negrito
estao indicados os residuos do linker (L) e sublinhados os sitios de restricdo das enzimas EcoRlI
eSall.

O plasmideo recombinante pGAPEG3Xyn3 foi identificado pela analise de restricdo
usando 150 ng de DNA, 1x tampao Orange, 5 U da enzima de restricdo EcoRl e Sall em
uma reacgao final de 10 pL, por 3h a 37 °C. As enzimas EcoRI e Sall foram utilizadas para
clivar as extremidades 5’ e 3’, respectivamente, do fragmento de EGIII. As extremidades 5’ e
3’ do fragmento de Xyn3 contendo o linker foram clivadas com a enzima Sall. Os produtos
clivados foram analisados em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Para uma confirmacdo efetiva do clone, o pGAPEG3Xyn3 foi sequenciado no
sequenciador MegaBACE 1000 Flexyble, usando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
Healthcare). Além dos primers fator a (5-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’) e AOX3’ (5-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’) usados para o sequenciamento das regidées 5 e 3’, um
primer interno, Xyn3fusRv (5-ATGCTATTCTCTGGCGTCA-3’), foi usado para identificar a
regido da fusao entre as duas enzimas.

A sequéncia nucléica da ThEg3Xyn3 foi traduzida em sequéncia de aminoacidos
usando o software BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1998), sendo também avaliada
a massa molecular e a composi¢cao de aminoacidos. O pl teédrico foi verificado utilizando o
software ProtParam (GASTEIGER et al., 2005). Apds essas analises e confirmagao da
sequéncia correta da fusao, partiu-se para a transformagao da levedura Pichia pastoris.

3.1.3 Transformacao de Pichia pastoris e analise da expressao em pequena
escala

Para a transformacao da levedura P. pastoris, aproximadamente 2 yg de DNA do
plasmideo pGAPEG3Xyn3, foram clivados com 15 U da enzima de restricdo XmaJl
(Fermentas) utilizando o tampao Tango (1x) em um volume final de reag&o igual a 60 pL, por
16 h a 37 °C.

O vetor linearizado foi precipitado adicionando-se 1/10 do volume de acetato de sédio
3M, pH 5,2 e 2,5 vezes o volume de etanol absoluto gelado, a mistura foi homogeneizada e
incubada por 15 min a -80 °C. Apds a centrifugacao (16000 g, 10 min a 4 °C), o DNA
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precipitado foi lavado com etanol 80%, mais uma vez centrifugado e o sobrenadante
descartado, ap6s secagem, ressuspendeu-se o DNA em 10 uL de agua.

As células competentes de Pichia pastoris cepa KM71H foram produzidas de acordo
com Cregg et al. (1993). Uma pequena quantidade de massa celular, pega com a ponta de
um palito de dente, foi usada para inocular 5 mL de meio YEPD (1% de extrato de levedura -
Himedia, 2% de peptona - Himedia, 2% de dextrose — Merck). O in6culo foi incubado por 8 h
a 30 °C, 250 rpm. Passadas as 8 h, 50 pL desse inéculo foram utilizados para inocular 50
mL de meio YEPD, na mesma temperatura de incubagao e rotacao citadas anteriormente,
até a densidade 6tima a 600 nm igual a 1,0 a 1,5 (aproximadamente 16 h). A suspensao
celular (25 mL) foi centrifugada a 1500 g por 5 min a 4° C e o sobrenadante descartado.
Ressuspendeu-se as células em 5 mL de YEPD, juntamente com 1 mL de Hepes (JT Baker)
1M, pH 7,0 e 125 pL de DTT (USB) 1M, pH 5,2 e incubou-se por 15 min a 30 °C. Apds, o
volume da mistura foi completado com &gua gelada para 25 mL. A solugao foi centrifugada
nas mesmas condi¢gées e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas em
12,5 mL de 4gua gelada e novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. Foi
adicionado 1 mL de Sorbitol (JT Baker) 1M gelado e centrifugou-se, descartando-se o
sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 50 yL de Sorbitol 1M gelado e 40 pL
foram aliquotados para a transformacéo.

Aproximadamente 1 pug do plasmideo linearizado foi adicionado aos 40 pL de células
competentes, que apés homogeneizacao foram incubadas por 5 min em gelo. Apés o tempo
decorrido, as células foram eletroporadas em cubetas de 0,2 cm (BioRad) a 1,5 kV, 25 pyF e
200 Q. Adicionou-se as células 1 mL de Sorbitol 1 M (JT Baker) e incubou-se por 2 h a 28
°C, sem agitacado. Posteriormente, os transformantes foram inoculados em meio YEPDS
agar (1% de extrato de levedura - Himedia, 2% de peptona - Himedia, 2% de dextrose -
Merck, 2% de agar - Himedia, 1 M de sorbitol — JT Baker), contendo 100 e 500 ug/mL do
antibiético Zeocina (Invitrogen). Ap6s quatro dias de incubacao, foram isoladas as colénias
com o0s supostos recombinantes, os quais foram identificados por PCR.

Anteriormente a PCR, uma pequena quantidade de células isoladas (somente a ponta
de um palito de dente) das colbénias foi homogeneizada em 20 yL de uma solugéo de SDS
0,2% e fervida por 3 min, em seguida, a solugéo foi centrifugada em microcentrifuga por 30
seg a velocidade maxima. A PCR foi conduzida utilizando-se 1 uL da solugdo como molde
de DNA, 1x tampdao da enzima, 1,5 mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTP, 1% de Triton X-100, 0,4
MM do primer XYLIII_Harz_Seq3Fw e do primer AOX3’, 1,25 U de Tag DNA polimerase
(Fermentas), em uma reagao de 25 uL. O programa utilizado para amplificagdo foi: 3 min a
94 °C de desnaturagao, seguido por 35 ciclos de 1 min a 94 °C de desnaturagéo, 1 min e 30
s a 53 °C de hibridizagao e 4 min a 72 °C de elongacao e uma etapa final de 7 min a 72 °C.
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Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo.

As colbnias recombinantes foram avaliadas quanto a produg¢édo da enzima ThEg3Xyn3
em um processo de inducdo de expressdao em pequena escala, usando uma placa de
cultura de 24 pocos (Whatman). Dentre as col6nias recombinantes, 23 foram selecionadas e
inoculadas em 3 mL de meio YEPD tamponado com 100 mM de tampao fosfato de potassio,
pH 6,0, a 30 °C e agitacao de 250 rpm. Em um dos pocos, foi inoculado o clone da Xyn3
como controle positivo. Seguindo intervalos de 24 h, foram retirados 100 pL do
sobrenadante, até completar 96 h de indugdo. Cada um dos intervalos foi analisado em
SDS-PAGE 12% (SAMBROOK et al.,, 2001). O clone selecionado para a produgdo da
enzima recombinante em escala maior foi o que apresentou maior producao de enzima em

um menor intervalo de tempo.

3.1.4 Producao e purificacao da enzima recombinante

Para a produgédo da ThEg3Xyn3 em maior escala, uma pequena quantidade de massa
celular, pega com a ponta de um palito de dente, foi crescida em 10 mL de meio YEPD
tamponado com 100 mM de tampao fosfato de potassio pH 6,0 por 16h, a 30 °C sob
agitagdo de 250 rpm. Posteriormente, foram utilizados 200 uL deste pré-inéculo para
inocular 200 mL de meio YEPD tamponado com 100 mM de tampao fosfato de potassio pH
6,0, por 48 h, a 30 °C, sob agitacéo de 250 rpm.

Apb6s a inducdo, a cultura foi centrifugada a 20 °C por 5 min a 3000 g e o
sobrenadante filtrado em membrana de nitrocelulose 0,45 um (Millipore) e purificado por
cromatografia de afinidade utilizando uma coluna carregada com 5 mL de resina Ni-NTA
Superflow (Qiagen).

Anteriormente a purificagdo da enzima, a coluna foi equilibrada com 5 volumes de
tampéo de equilibrio (10 mM de Tris, 50 mM de Na,HPO, monohidrotado, 100 mM de NaCl),
em seguida, o sobrenadante foi passado pela coluna, e posteriormente, esta foi lavada com
3 volumes do mesmo tampéao de equilibrio, para retirar qualquer impureza que houvesse na
coluna. A proteina foi eluida com concentragdes de 50 mM e 250 mM de tampéao de eluigéo
contendo imidazol (10 mM de Tris, 50 mM de Na,HPO, monohidrotado, 100 mM de NaCl,
250 mM de imidazol). Cada uma das fra¢des coletadas foi analisada em SDS-PAGE 12%.

A fracdo contendo a enzima eluida foi usada para a troca de tampéo utilizando a
coluna HiTrap™ Desalting (GE Healthcare). A coluna foi fixada no equipamento Akta (GE
Healthcare) e equilibrada com 25 mL do tamp&o de eluicdo sem imidazol com fluxo de 5
mL/min. Em seguida, 1 mL da enzima foi injetada no aparelho e eluida da coluna com o
mesmo tampao de equilibrio, com fluxo igual a 1 mL/min. Os picos de eluigdo da proteina
foram acompanhados pelo software do equipamento.
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Apo6s a troca de tampao, a enzima foi quantificada pelo kit BCA Protein Assay (Thermo
Scientific).

3.2 Ensaios de atividade enzimatica da ThEg3Xyn3

3.2.1 Analise de atividade hidrolitica da enzima por DNS

A analise de atividade hidrolitica utilizando DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) consiste na
quantificacdo do conteldo de agucares redutores, ou seja, de extremidades redutoras
resultantes pela a¢do da enzima (MILLER, 1959). Este método foi usado, com modifica¢des,
para a andlise de agucares redutores formados pela enzima ThEg3Xyn3.

A solucdo DNS foi preparada utilizando-se 32,9 mM de acido 3,5-dinitrosalicilico, 350
mM de hidréxido de sédio, 76,6 mM de tartarato de sédio e potassio, 0,54% de fenol e 30
mM de metabissulfito de sédio dissolvidos em agua.

A reagéo foi conduzida em microplacas de 96 pogos em termociclador Mastercycle
Gradient (Eppendorf). Para a reacao, foram usados 45 pyL de uma solugdo tamponada com
100 mM de tampao fosfato de potéssio pH 6,0 contendo 2% do substrato especifico para
cada uma das enzimas, CMC (Sigma) para EGIIl e xilana birchwood (Sigma) para Xyng3.
Esta solucao foi pré-incubada por 10 min (para xilana) e 15 min (para CMC) a 37 °C antes
de ser adicionada a enzima, posteriormente, 5 yL da enzima foram adicionados a solugéo e
incubou-se por 15 min a mesma temperatura. Passados os 15 min, a reacao foi interrompida
adicionando-se 100 uL de DNS. A reacao foi incubada por 5 min a 99°C. A amostra foi
resfriada em gelo e foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm.

Os acucares redutores formados foram quantificados utilizando uma curva padrao
para cada acgucar formado, glicose (Merk) no caso da EGlll e xilose (Vtec) no caso da Xyn3.
A curva padrao foi construida a partir de concentracées crescentes de acucar, variando de
0,1 g/L a 1 ¢g/L, diluidos com o mesmo tampao da enzima. Todas as reacgdes foram
realizadas em triplicatas, tendo como controle branco a reagdo sem enzima, substituida por
seu tampao.

Os ensaios realizados para determinagdo de pH, temperatura e termoestabilidade
foram padronizados utilizando-se 2% de substrato especifico para cada uma das enzimas,
sendo usado 0,133 pM de enzima em 50 pL de volume final de reagdo quando o substrato
era CMC, para verificar a atividade de EGIIl e 0,250 yM de enzima quando o substrato
utilizado era xilana, para verificar a atividade de Xyn3. Para a determinacdo dos parametros
cinéticos, variou-se a concentracdo de substrato e a concentracdo de enzima usada foi de
0,5 uM e 0,4 uM para xilana e CMC, respectivamente.

Os dados obtidos a cada ensaio foram inseridos em gréaficos considerando a média e
desvio padrao e avaliados por andlise estatistica. Um intervalo de confianga maior ou igual a
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95% foi considerado. Todas as andlises foram realizadas pelo software estatistico Prism 5
(GraphPad Prism).

3.2.2 Determinacao do efeito da temperatura e do pH sobre a quimera

Para a determinacédo do efeito de temperatura e pH sobre a ThEg3Xyn3 diferentes
faixas de temperatura e pH foram testadas a partir de reacées padronizadas.

Primeiramente, foi estabelecida o efeito da temperatura sobre a ThEg3Xyn3 usando
como substrato xilana birchwood, ou seja, avaliando-se a temperatura quanto a atividade de
Xyn3. Para isso, a reagao foi estabelecida usando uma solugao de 2% de xilana tamponada
como 100 mM de tampao fosfato de potassio pH 6,0, incubando-se a reagao por 10 min. A
atividade da enzima foi avaliada variando-se a temperatura de 19,9 °C a 49,8 °C. As
temperaturas analisadas foram: 19,9; 22,8; 27,8; 30,7; 33,4; 36,0; 38,2; 39,9; 43,4; 46,0 e
49,8 °C. Para o estabelecimento da temperatura 6tima usando como substrato CMC, ou
seja, avaliando-se a temperatura 6tima quanto a atividade de EGIll, a reagao foi
estabelecida nas mesmas condigcbes que a de xilana, entretanto, houve algumas
modificagdes em relagdo ao tempo de incubagéo da reagéo, que foi de 15 min e em relacao
as temperaturas analisadas, que foram: 19,9; 22,8; 25,1; 30,6; 33,4; 36,0; 38,2; 39,9; 40,7;
48,2; 49,8 € 50,8 °C.

Depois de estabelecida a temperatura 6tima da enzima, foi determinado o efeito do pH
sobre a quimera. Assim como feito para a temperatura, a analise de pH foi verificada para
cada um dos substratos especificos para cada enzima. A solucdo contendo 2% de xilana
birchwood foi tamponada variando-se o pH de 4,0 a 9,5. Foram utilizadas as seguintes
solugdes tamponantes: 100 mM de tampao citrato de s6dio pH 4,0; 100 mM de tampao
acetato de sodio pH 4,5, 5,0 e 5,5; 100 mM de tampao fosfato de s6dio pH 6 e 6,5; 100 mM
de tampéo Tris-HCI pH 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5 e 100 mM de tampéao glicina-hidréxido de sédio pH
9,0 e 9,5. A solugcdo contendo 2% de CMC foi tamponada variando-se o pH de 3,0 a 8,5.
Foram utilizadas as seguintes solugcées tamponantes: 100 mM de tampao citrato de sédio
pH 3,0, 3,5 e 4,0; 100 mM de tampao acetato de sddio pH 4,5, 5,0 e 5,5; 100 mM de tampéo
fosfato de sodio pH 6 € 6,5 e 100 mM de tampao Tris-HCI pH 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5.

3.2.3 Determinacao da termoestabilidade

Para avaliar a termoestabilidade da ThEg3Xyn3, a mesma foi pré-incubada por 1 h na
auséncia de substrato nas seguintes temperaturas: 0, 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50 e 55 °C.
Apo6s este periodo, a enzima foi adicionada a reagédo padronizada sob condi¢des étimas de
temperatura e pH previamente estabelecidas.
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3.2.4 Determinacao dos parametros cinéticos enzimaticos

Os parametros cinéticos K., € k. foram determinados para os dois substratos, xilana e
CMC.

As curvas de velocidade inicial foram realizadas em triplicatas para cada um dos
substratos especificos (solugao contendo 2% de substrato juntamente com 100 mM de
tampao fosfato de sddio pH 6,0) e a concentragéo de enzima usada foi de 0,5 uM e 0,4 uM
para xilana e CMC, respectivamente, em um volume final de reacdo de 50 pL. Foram
realizadas 10 reagdes, incubadas a 38 °C, sendo cada uma delas interrompidas com 100 pL
de DNS a cada 3 min, em um tempo total de 30 min. Apds analisar as curvas, foi
determinado o tempo de reagéo para cada substrato, sendo de 10 min para xilana e 15 min
para CMC.

A reacédo foi realizada sob condi¢cdes 6timas de temperatura e pH da enzima ja
previamente estabelecidas. A atividade hidrolitica foi analisada variando-se a concentracao
de substrato.

Para xilana, as concentragbes usadas foram: 0,06%; 0,12%; 0,24%; 0,48%; 0,72%;
1,2%; 1,68% e 2,16%. Antes de adicionar a enzima, o substrato foi pré-incubado em sua
temperatura étima por 10 minutos, apds a enzima ser adicionada, a reacao foi conduzida por
10 minutos de incubacéo.

Para CMC, as concentragdes usadas foram: 0,12%; 0,24%; 0,48%; 0,72%; 1,2%;
1,68%; 2,16%; 2,88 e 3,12%. O substrato foi pré-incubado por 10 minutos, ap6s a adi¢cao da
enzima, a reacao foi conduzida por 15 minutos de incubacao em sua temperatura 6tima.

Os valores de absorbancia foram convertidos em quantidade de produtos gerados e os

dados foram inseridos em uma curva nao-linear de Michaeles-Menten.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao e analise do plasmideo de fusao pGAPEG3Xyn3

Além do nosso laboratério ja possuir o plasmideo pGAPEG3, que facilitou a
construcao da fusao, outro motivo que levou ao uso deste vetor foi o fato dele possuir o
promotor do gene GAP, que codifica a proteina GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase). Este vetor permite a expressao constitutiva das proteinas recombinantes
quando as células crescem em glicose, glicerol, metanol ou acido oléico e demonstram
expressar proteinas em altos niveis dependendo da fonte de carbono utilizada (WATERHAM
et al, 1997). O vetor pGAPZaA produz proteinas fusionadas a um sinal de secregao
denominado fator a, pertencente a levedura Saccharomyces cerevisae, 0 qual permite a
perfeita secrecao das proteinas a ele fusionadas. As amplificagdes dos fragmentos de cDNA
para constru¢do dos plasmideos foram entdo realizadas utilizando oligonucleotideos
excluindo as sequéncias codificadoras dos peptideos sinais nativos.

A estratégia estabelecida para a constru¢ao do plasmideo pGAPEG3Xyn3 (Figuras 6 e
7) foi bem sucedida e possibilitou a construgao de uma proteina de fusdo cujas sequéncias
de nucleotideos e de aminoécidos sdo mostradas na figura 8.

A fusao génica de EGIll e Xyn3 foi realizada ligando-se o N-terminal de Xyn3 ao C-
terminal de EGlII e entre elas foi adicionado um linker de 10 residuos, composto por glicinas
e serinas para proporcionar maior estabilidade a fusao.

A sequéncia total codificadora de ThEg3Xyn3, na construcdo, possui 1896 pb,
considerando a sequéncia do peptideo sinal (fator a) do vetor pGAPZoA e outros residuos
adicionados na construcao. A sequéncia codificadora referente a proteina madura, ou seja,
aquela ja sem o peptideo sinal, possui 1629 pb, considerando os sitios das enzimas de
restricdo usadas para a clonagem, o linker e a cauda de histidinas (657 pb do fragmento de
EGlII; 936 pb do fragmento de Xyn3 juntamente com o linker, 18 pb dos sitios de restricdo e
18 pb da cauda de histinas). A proteina de fusdo secretada, sem o peptideo sinal e com a
sequéncia de histidinas, contém 543 residuos de aminoacidos, massa molecular tedrica de
59150,47 Daltons e pl igual a 6,67.
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ATGAGATTTCCTTCA
M R F P S
ACAGAAGATGAAACG
T E D E T
GCTGTTTTGCCATTT
AV L P F
AAAGAAGAAGGGGTA
K E E G V
TTCTCTGGTGGCAAT
F S G G N
ACCGTAAACTCACTC
T V N S L
TCCTATCCCAATGTC
S Y P N V
AGCTGGAGCTACACG
S W S Y T
GTCACTTATTCTGGG
V T Y S G
CAGGGCACGGTGACC
Q G T V T
TTTGTGGCCCCCAGT
F V A P S
GGATACCCAGCATCA
G Y P A S
AACGTAAATTCCTGG
N V N S W
GTGAGCATTGATCAG
V S I D Q
CGAGAACGAAATGCA
R E R N A
CTTGAGCCTAACCAA
L E P N OQ
ACGATACGTGGACAT
T I R G H
TTGCGCCAGGCTATC
L R QO A I
GTAAACGRGATCTTC
vV N E I F
TCGATTGCTTTCCGT
S I A F R
GCCGGGTCTAGTAAA
A G S S K
ATCGGAACTCAAACC
I G T Q T
CCAGTCACTGAATTG
P V T E L
GGATGTTTGAACGTT
G C L N V
TCCAGTCCCCTTCTA
S S P L L
GACCATCATCATCAT
D H H H H

ATTTTTACTGCTGTT
I F T A V
GCACAAATTCCGGCT
A O I P A
TCCAACAGCACAAAT
S N S T N
TCTCTCGAGAAAAGA
S L E K R
GGCTATTCAGTCAGC
G Y S V s
AACTCGGCTGCTTCC
N S A A S
CAAATCGCCATTCCC
QO I A I P
GGGAGCAACCTTCGC
G S N L R
GATTACGRGCTCATG
D Y E L M
ATCAATGGTCAGAGC
I N G Q S
ACTGTCACCAATTGG
T V T N W
AGCCAATATGTCCTC
S 0 Y V L
ACCGCATCTATCAAC
T A S I N
CTCTTCAAAAGGAAA
L F K R K
GCCATTATCCAGGCT
A I I Q A
GGCCAGTATAATTGG
G 0 Y N W
ACTCTGATTTGGCAC
T L I W H
CGTACTCATGTTCTIC
R T H V L
AACGAGGATGGAACA
N E D G T
GCTGCTCGAGAAGCT
A A R E A
GTCAACTTGATGAGA
V N L M R
CACATCGGTGCTGGA
H I G A G
GCCATTACTGRACTT
A I T E L
CCTAAGTGCTTGGGG
P K C L G
TTCGACAGCAACTTC
F D S N F
CATCAT
H H

Figura 8. Sequéncias

TTATTCGCAGCATCC
L F A A S
GAAGCTGTCATCGGT
E A V I G
AACGGGTTATTGTTT
N G L L F

TCCGCATTAGCTGCT
S A L A A
TACTCAGATTTAGAA
Y S D L E
ATAAATACTACTATT
I N T T I

GAGGCTGAAGCTGAA

E A E AVE
AACAATCTCTGGGGG
N N L W G
TGGCATGCAGACTGG
W H A D W
CAAAAGAGAATTGTIC
Q0 K R I V
GCCGATGTAGCTTAT
A D V A Y
ATCTGGCTGGCAAGA
I W L A R
TGGACGCTCTACTAT
W T L Y Y
AGTGGAGATGTGAAG
S G D V K
AGTTACCAATTTGGT
S Y Q F G
GTCGACGGTGGTGGT
V D G G G

TTCCAGACCAGCTGC
F Q T S C
CAATCTGCCGGTAGT
Q s A G S
CAGTGGTCTGGTGGC
Q W S G G
AACAGTATCGGCAGC
N S I G S
GATCTCTTCACTGCG
D L F T A
TACGGAGACATTGGC
Y G D I G
GGCTTCAACGGAGCC
G F N G A
AACTTCTTCAACTAT
N F F N Y
ACTG&GCCTTTTACA
T E P F T
GGTTCTGGTGGTGGT
G S G G G
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CCAGTCAACACTACA
P v N T T
GGGGATTTCGATGTT
G D F D V
GCCAGCATTGCTGCT
A S I A A
GAACAGTATGCAGTG
E Q0 Y A V
GGCTTCGGCTGCATC
G F G C I
CAAAACAACGTCAAG
Q N N V K
ATGCCGACCACTGCT
M P T T A
TCAAATCCCAACCAT
S N P N H
CCCATCGGATCTGCT
P I G S A
ATGCAAGTCTATAGC
M Q V Y S
CTACGAGACAACAAA
L R D N K
GGCAGTGGGACGCTG
G S G T L
GGTAGTCAAGCCTCC
G S QO A S

GGCAAAGTTTATTTT
G K V Y F
AATCTTGGACAAGTG
N L G Q V
GGAGATGCAGATTAC
G D A D Y
TCACAACTACCTAAT
S 0 L P N
ACTGTTGTTGGAAGA
T V V G R
CTACGCTCTTCTGTG
L R S S V
GATCCGTCTGCTCGT
D P S A R
TACTATGTGGATAAA
Y Y V D K
GGAGGTGCCTCTGTA
G G A S V
GACATCGTGGGCGCA
D I V G A
ATCACTGTGTGGGGT
I T V W G
AATCCTAAAGCAGCT
N P K A A

GGAACTGCAACTGAC
G T A T D
ACGCCAGAGAATAGC
T P E N S
CTTGTTAACTTCGCC
L VvV N F A
TGGGTCAATAACATC
w VvV N N I
TATAAAGGAAAGATT
Y K G K I
TTTTCTAGACTGCTA
F S R L L
CTCTACATCAACGAT
L Y I N D
TGGATCTCTCAAGGA
W I S Q G
CAAGGTGCACTTCAG
QO G A L Q
CCGTCGAACGATTAC
P S N D Y
ATTAGCGACAAAGAC
I s D K D
TACAACAGTATTGTA
Y N s I V

CGTGGCTTACTCCAA
R G L L Q
ATGAAATGGCAGTCA
M K W Q S
CAACAAAACGGCAAG
Q 0 N G K
AATAATGCAGATACT
N N A D T
CGCGCTTGGGATGTA
R A W D V
GGCGAAGAGTTTGTC
G E E F V
TACAATCTCGATGTT
Y N L D V
GTTCCCATTGACGGC
v P I D G
CAGCTAGCTACAGCA
L A T A
AGCGCAGTTGTTCGA
S A V V R
TCGTGGCGTTCAGGC
S W R S G
AGCATTTTACAAGTC
S I L Q V

nucléica e de aminoacidos da ThEg3Xyn3. A regido referente a EGIII
encontra-se destacada em cinza (com os residuos E e F no N-terminal, oriundos do pGAPZaA),
seguida da regido referente a Xyn3. A cabecga de flecha indica o final da sequéncia do peptideo sinal
(fator a) oriundo do vetor pGAPZaA. Sublinhadas duplamente encontram-se as sequéncias das
enzimas de restricdo EcoRl e Sall. Os asteriscos indicam os residuos cataliticos das enzimas EGlll e
Xyn3; sublinhados encontram-se o linker e a cauda de histidinas.
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Pelo fato da clivagem do fragmento Xyn3 (com o linker) ter sido realizada com uma
unica enzima (Sall), foi necessario verificar quais transformantes haviam recebido o
fragmento na orientagéo correta, ou seja, com o 5 de Xyn3 ligado corretamente a porgéo 3’
de EGlIl. Para tanto, uma PCR de colbnia foi realizada usando um primer interno forward da
Xyn3 e o primer AOX3’ do vetor. Apés a PCR, os fragmentos com amplificacdo positiva
(banda de 908 pb) puderam ser identificados em gel de agarose, confirmando os
plasmideos que continham o fragmento na orientacao correta.

Antes da transformagdo em levedura, o0s possiveis plasmideos recombinantes
pGAPEG3Xyn3 foram clivados com as enzimas EcoRl e Sall para a confirmacdo da fuséo.
Apés a clivagem com as duas enzimas, foram verificadas as bandas: de aproximadamente
660 pb, referente a EGIIl; de aproximadamente 940 pb, referente a Xyn3 e de
aproximadamente 3000 pb, referente ao vetor pGAPZaA. A figura 9 mostra foto do gel de
agarose com os produtos clivados.
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Figura 9. Analise da clivagem dos plasmideos recombinantes pGAPEG3Xyn3. Os produtos
resultantes da clivagem do plasmideo pGAPEG3Xyn3 com as enzimas EcoRl e Sall foram separados
em gel de agarose 1% por eletroforese. M: marcador de massa molecular GeneRuler 1kB
(Fermentas); 1-2: plasmideos recombinantes da ThEg3Xyn3, 3-4: plasmideo contendo somente a
EGIIl. A seta indica as bandas de aproximadamente 3000 pb, referentes ao vetor pGAPZaA; as
cabegas de setas indicam, respectivamente, as bandas de aproximadamente 940 pb, resultado da
clivagem de Xyn3 pela enzima Sall e as de aproximadamente 660 pb, resultado da clivagem de EGlIII
pelas enzimas EcoRl e Sall.

4.2 Expressao e purificacao da quimera ThEg3Xyn3

Para expressar a ThEg3Xyn3 foi utilizado o sistema de expressdo heterdloga da
levedura Pichia pastoris. Este sistema possui as caracteristicas necessarias para a
produgcédo deste tipo de enzimas, pois alia as vantagens do sistema de expressdo de
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procariotos, pela sua facilidade e de eucariotos, pela possibilidade de modificacdes pds-
traducionais e processamento do peptideo sinal (CREGG et al., 1993; CREGG et al., 2000).
Além disso, a P. pastoris tem a vantagem de secretar a proteina recombinante praticamente
pura para o meio de cultura, pelo fato de secretar baixa producao de suas proteinas nativas,
facilitando a posterior purificacdo e as vezes, até mesmo dispensando o passo de
purificacdo da enzima, o que seria uma vantagem para uso industrial (CEREGHINO &
CREGG, 2000). A purificacdo da ThEg3Xyn3 foi necesséria para a realizagdo dos ensaios
de caracterizacido da enzima.

A cepa de Pichia pastoris KM71H foi utilizada como hospedeira para transformacéo
com os plasmideos recombinantes linearizados. Uma PCR de col6nia, usando os mesmo
primers para a analise de orientagdo da Xyn3, foi conduzida para verificar as colbnias
recombinantes na levedura. Uma banda de aproximadamente 900 pb foi observada no gel
de agarose, confirmando a recombinacao. A figura 10 representa o gel de agarose com os
produtos amplificados.

pb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Figura 10. Identificacdo de transformantes de Pichia pastoris com o plasmideo pGAPEG3Xyn3.
A amplificagdo de um fragmento de 908 pb utilizando um primer interno da Xyn3 e o primer AOX3’ do
vetor indicam que a levedura foi transformada. Gel de agarose 1% por eletroforese, mostrando em
M: marcador de massa molecular GeneRuler 1kB (Fermentas); 1-12: colbénias recombinantes de
ThEg3Xyn3; 13: controle negativo da PCR. A seta indica a banda amplificada de aproximadamente
900 pb.

Apés identificar varios transformantes, 23 colbnias recombinantes foram utilizadas
para uma analise da expressdao em pequena escala, em busca de clones com boa
expressao da proteina de fusdo. Essa analise foi feita em placas de 24 pogos contando 3
mL de meio, como descrito em métodos. Um destes pocgos foi usado para o controle positivo
da expressao usando a Xyn3, ja caracterizada em nosso laboratério. A indugéao foi realizada
em meio YEPD tamponado (pH 6,0) por 48 h. Apenas uma colbnia das vinte e trés



45

selecionadas para a analise ndo expressou a proteina, e duas colénias demonstraram
melhor desempenho de expressdo, uma foi escolhida para a expressdao em maior escala e
purificacdo. Observa-se na figura 11 as bandas de expressdo da ThEg3Xyn3 em SDS-
PAGE 12% com massa molecular proxima a 59 kDa, como esperado.

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 11. Andlise em pequena escala da expressdao de ThEg3Xyn3 em transformantes de
Pichia pastoris. SDS-PAGE 12% mostrando em M: marcador de massa molecular Bench Mark
(Invitrogen); 1: controle positivo (Xyn3); 2-9: colénias recombinantes expressando a ThEg3Xyn3. A
seta indica a banda de expressao, de aproximadamente 59 kDa da ThEg3Xyn3, como esperado.

A colbnia escolhida como sendo a que melhor expressava a enzima foi usada para a
inducao em 200 mL de meio YEPD tamponado (pH 6,0), nas mesmas condi¢ées em que foi
realizada a indugdo em pequena escala.

Apo6s 48 h de inducéo, o processo de purificacdo da enzima foi realizado em coluna de
afinidade com Ni*2. Na figura 12 podem ser observadas as fracdes com diferentes
concentracdes de imidazol usadas para a eluicdo da proteina. Pode-se notar que a maior
parte da proteina foi eluida quando usada a concentragdo de 250 mM de imidazol. O
rendimento total da enzima quimérica recombinante purificada foi de 7,5 mg/L de meio de
cultura YEPD tamponado. Foi verificado também que quando o meio de indugdo nao era
tamponado, ficando proximo ao pH 5,0, a enzima nao se aderia bem a resina de niquel.
Generoso (2012) observou o mesmo fato durante a purificagao da Xyn3.
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Figura 12. Analise da purificacdao de ThEg3Xyn3. Foram analisadas cada uma das fracoes
contendo diferentes concentragées de imidazol. SDS-PAGE 12% mostrando em M: marcador de
massa molecular Bench Mark (Invitrogen); 1: sobrenadante da ThEg3Xyn3 induzida por 48h; 2:
eluato; 3: lavagem; 4-5: fracées coletadas contendo 50 mM de imidazol; 6-7: fragcdes coletadas
contendo 250 mM de imidazol. A seta indica uma banda proxima a 60 kDa, referente a enzima
quimérica, que possui massa molecular igual a 59 kDa.

4.3 Analise do efeito da temperatura e do pH e termoestabilidade

Ensaios bioquimicos para verificar a atividade da ThEg3Xyn3 e de suas parentais
foram realizados usando DNS. Os primeiros ensaios nao foram realizados de forma
padronizada, portanto, foram utilizadas concentragdes de substratos e enzima somente para
verificar se a mesma possuia atividade para dois substratos diferentes, CMC e xilana.

Apoés verificar que a enzima quimérica estava ativa, os ensaios foram realizados
seguindo as concentragées de enzima e substrato usados por Generoso et al. (2012) e
Generoso (2012) para manter os mesmos padrdoes em que foram realizados os ensaios das
enzimas parentais e assim poder compara-los sem que houvesse qualquer modificacao na
metodologia.

A temperatura étima exibida pela ThEg3Xyn3 foi de 38,2 °C tanto para CMC quanto
para xilana, ou seja, a mesma temperatura étima para ambas as enzimas, como mostra a
figura 13. A temperatura 6tima de EGIII encontrada por Generoso et al. (2012), foi de 48,2
°C. Ja a temperatura 6tima de Xyn3, também caracterizada por Generoso (2012), foi de 40,7
°C.

De acordo com a literatura, sdo poucas as enzimas de fusdo que mantém a mesma
temperatura 6tima para ambas as enzimas fusionadas. Resultados semelhantes a
ThEg3Xyn3 foram encontrados por Adlakha et al. (2011) e Sun et al. (2011).
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Adlakha et al. (2011), isolaram uma endoglucanase e uma xilanase de uma bactéria
presente no intestino do inseto Helicoverpa armigera (lagarta do algodao). Apés as analises
bioguimicas das enzimas, verificaram que ambas possuiam a mesma temperatura étima (50
°C) e pH 6timo (7,0), e que estas caracteristicas eram desejaveis para uma quimera.
Construiram quatro fusGes: 1) celulase-xilanase; 2) xilanase-celulase; 3) celulase-xilanase
separadas por um linker e 4) xilanase-celulase separadas por um linker. Foram avaliadas
as propriedades estruturais e funcionais de todas as fusdes. Verificaram que o modelo 3
possuia a mesma temperatura 6tima (50 °C) tanto para atividade celulolitica quanto
xilanolitica, assim como suas parentais. O modelo 3 era a fusdo que tinha as propriedades
estruturais secunddrias mais parecidas com as parentais. Portanto, parece que quanto
menos afetada e modificada s&o as estruturas das enzimas em uma fusdo, menor é a
possibilidade de se variar suas caracteristicas em relagédo as parentais.

Sun et al. (2011) fusionaram uma B-glucanase de Bacillus amyloliquefaciens com a
mesma enzima de Clostridium thermocellum, e encontraram a temperatura 6tima igual a 70
°C para a enzima de fusdo, quando as parentais apresentavam temperaturas oOtimas
diferentes, sendo de 50 °C para a B-glucanase de Bacillus amylolique-faciens e 70 °C para a
de Clostridium thermocellum. Os autores supdem que as variagdes de atividade de enzimas
de fusdo sao provavelmente atribuidas a um enovelamento imprevisivel de cada proteina,
além disso, interacées entre os modulos das enzimas de fusdo poderiam resultar em
diferencas em fungéo ou eficiéncia entre a fusao e as enzimas parentais.

Portanto, a temperatura 6tima de 38 °C encontrada para a quimera é desejavel para o
processo SSF, ja que é muito proxima a temperatura de 37 °C usada na fermentagao.
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Figura 13. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica da ThEg3Xyn3. Os valores
encontrados no eixo das abscissas sao referentes a temperatura e os encontrados no eixo das
ordenadas sao referentes a atividade relativa apresentada. O CMC foi usado como substrato

especifico para EGIIl e a xilana para Xyn3. A maior atividade é considerada como sendo 100%. A
temperatura étima encontrada para ambas as enzimas foi igual a 38,2 °C.

O pH 6timo encontrado para a quimera ThEg3Xyn3 também foi o mesmo para as duas
atividades, estimado em 6,0, como pode ser verificado na figura 14. No trabalho de
Generoso et al. (2012), o pH 6timo encontrado para a EGIII foi igual a 5,5, enquanto o de
Xyn3 foi de 6,5. Outros trabalhos também demonstram encontrar o mesmo pH 6timo para a
atividade de ambas as enzimas usadas para a fusao.

As fusbes realizadas por Adlakha et al. (2011) e Sun et al. (2011), ja citados
anteriormente, assim como para temperatura 6tima, também exibiram o mesmo pH 6timo
para a atividade de ambas as enzimas usadas na fusdo. Adlakha et al. (2011) encontraram
para a sua fusdo o pH 6timo igual a 6,0, o mesmo que foi encontrado para suas enzimas
parentais. Sun et al. (2011), verificaram um pH étimo igual a 6,0, enquanto suas parentais
apresentaram como pHs 6timos 5,0 (B-glucanase de Bacillus amylolique-faciens) e 8,0 (B-
glucanase de Clostridium thermocellum).

Lu et al. (2006) e Lu & Feng (2008) sintetizaram uma enzima quimérica composta por
uma B-glucanase de Bacillus amyloliquefaciens e uma xilanase de Bacillus subtilis, que
exibiu um pH étimo igual a 9,0, o mesmo foi encontrado para as suas parentais.

Outra fusao que demonstrou ter o mesmo pH 6timo para ambas as enzimas usadas na
fusdo foi a de An et al. (2005). Foram construidas trés fusdes usando uma xilanase de
Clostridium thermocellum com uma celulase de Pectobacterium chrysanthemi. Em cada uma
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das fusdes, um médulo da xilanase foi retirado. Na primeira contrucao nao foi retirado
nenhum maddulo; na segunda foi retirado o dominio S-layer-like e no terceiro, s6 foi mantido
o CD. As trés fusbes demonstraram ter o mesmo pH 6timo, igual a 8,0, entretanto, no
trabalho ndo séo citados os pHs étimos das enzimas parentais.
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Figura 14. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica da ThEg3Xyn3. Os valores encontrados no
eixo das abscissas sao referentes ao pH e os encontrados no eixo das ordenadas sao referentes a
atividade relativa apresentada. O CMC foi usado como substrato especifico para EGlIl e a xilana para
Xyn3. A maior atividade é considerada como sendo 100%. O pH 6timo encontrado para ambas as
enzimas foi igual a 6,0.

Segundo Seo et al. (2000), as variagbes encontradas em relagdo a atividade de
enzimas quiméricas podem ser imprevisiveis e atribuidas ao enovelamento de cada enzima
da quimera.

Pouco é conhecido sobre as enzimas de fusdo e apesar de muitas tentativas, a
caracterizacao de ambas as unidades ainda é complicada, isso porque as interagbes entre
as enzimas em uma quimera resultam em diferengas na funcdo ou eficiéncia quando
comparadas com as parentais (Lu et al., 2006; Sun et al., 2011). Além disso, mudancgas de
pH e temperatura 6tima em quimeras em relagdo as parentais, podem ser atribuidas pela
mudanca de pH no microambiente criado ou pela estrutura terciaria (Bulow, 1987).

Ainda para caracterizar bioquimicamente a enzima quimérica ThEg3Xyn3, foi realizado
0 ensaio de termoestabilidade. A enzima permaneceu estavel até a temperatura de 30 °C
usando como substrato CMC e xilana, como ilustra a figura 15. Generoso et al. (2012) e
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Generoso (2012) caracterizou a EGIIl e a Xyn3 quanto as suas estabilidades térmicas e
verificou que foram estaveis a 40 °C e 35 °C, respectivamente.
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Figura 15. Determinacdo da termoestabilidade da ThEg3Xyn3. Apds 1h de pré-incubagcdo da
enzima, foi verificada a estabilidade térmica da quimera. Os valores encontrados no eixo das
abscissas sao referentes a temperatura e os encontrados no eixo das ordenadas sao referentes a
atividade relativa apresentada. O CMC foi usado como substrato especifico para EGlIl e a xilana para
Xyn3. A maior atividade é considerada como sendo 100%. A quimera permaneceu estavel até 30 °C.

Apesar dos valores 6timos de temperatura, pH e estabilidade para a atividade de
ThEg3Xyn3 serem diferentes dos que foram encontrados para suas parentais EGlIl e Xyn3,
eles sdo considerados desejaveis para a producao de bioetanol. A temperatura 6tima de 38
°C e o pH 6timo igual a 6,0, para as duas atividades, se mostra eficiente principalmente para
o processo SSF, em que a sacarificacdo é realizada juntamente com a fermentacdo. De
acordo com Olofsson et al. (2008), enzimas com temperatura 6tima préxima a 37 °C e pH
préximo a 5,0 sdo mais apropriadas para a producdo de etanol de segunda geracao pelo
processo de SSF.

4.4 Caracterizacao cinética da ThEg3Xyn3

Para a caracterizagdo cinética de ThEg3Xyn3, foram utilizados novamente os
substratos especificos para cada uma das enzimas, sendo CMC para determinar a atividade
de endoglucanase e xilana para a de xilanase.

A curva de Michaelis-Menten foi realizada para a fusdo, assim como, para as enzimas
parentais e comparadas em um mesmo gréfico.

A concentragédo de substrato usada para as andlises foi semelhante e a concentracéao
molar de enzima foi igual tanto para a fusdo quanto para as enzimas isoladas, ou seja, para

a atividade celulolitica foi usada a concentragdo de 0,4 uyM da quimera ThEg3Xyn3 e a
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mesma concentracao de EGIIl, para a qual ja havia sido estabelecidos os parametros
cinéticos por Generoso et al. (2012). Para verificar a atividade xilanolitica, foi usada a
concentragao de 0,5 uM da quimera ThEg3Xyn3 e a mesma concentracdo de Xyn3, para a
qual também ja havia sido estabelecidos os parédmetros cinéticos realizados por Generoso
(2012).

Os valores obtidos para a andlise cinética da ThEg3Xyn3 usando como substrato
xilana, relacionados a atividade xilanolitica da quimera, podem ser verificados na figura 16.
O valor de K, foi igual a 3,21 g/L e 0 de k. igual a 347,4 min™', com eficiéncia de 108,2 L-g’
min”. A andlise cinética da Xyn3 parental também foi realizada nas mesmas condicdes
otimas que as encontradas para a ThEg3Xyn3. Neste caso, a Xyn3 se mostrou menos ativa
do que a quimera, pois seu K foi igual a 2,55 g/L e k. igual a 184,3 min™'. A eficiéncia de
ThEg3Xyn3 foi uma vez e meia maior do que a de Xyn3.

A ThEg3Xyn3 também foi comparada com a Xyn3 parental em suas condi¢des 6timas.
O valor do K, encontrado para a Xyn3 por Generoso (2012) foi de 6,12 g/L, quase duas
vezes maior que o da enzima quimérica, e o valor do k.,; encontrado para a Xyn3 foi de 678
min”, também quase duas vezes maior que o encontrado para a atividade xilanolitica da
quimera. Portanto, a eficiéncia catalitica da xilanase na quimera é bastante semelhante a
mesma de forma isolada, pois a eficiéncia da ThEg3Xyn3 foi de 108,2 L-g"-min™ e a da
Xyn3 caracterizada por Generoso (2012) foi igual a 110,8 L-g”"-min™". Desta forma, pode-se
notar que a quimera manteve os parametros cinéticos relacionados a atividade xilanolitica
mesmo estando em fusdo com outra enzima, o que se mostra vantajoso. Também foi
analisada a possivel atividade de endoglucanase usando xilana, no entanto, nao foi
verificada qualquer atividade de EGIII sobre este substrato, o que prova que a atividade
analisada foi somente da Xyng3.

Os valores de temperatura e pH 6timos, assim como os parametros cinéticos das
enzimas ThEgXyn3, Xyn3 nas mesmas condi¢des étimas da quimera e de Xyn3 em suas
condi¢cdes 6timas, estao representados na tabela 1.
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Figura 16. Caracterizacao cinética da atividade xilanolitica da enzima quimérica ThEg3Xyn3. A
curva de Michaelis-Menten foi obtida pela velocidade da reagao, encontrada no eixo das ordenadas e
da concentracdo crescente de xilana birchwood, encontrada no eixo das abscissas. No grafico, a
curva em preto representa a atividade cinética de ThEg3Xyn3; enquanto a curva em vermelho
representa a atividade cinética da Xyn3 nas mesmas condigbes étimas da quimera.

Tabela 1. Temperatura 6tima, pH 6timo e parametros cinéticos da atividade xilanolitica da
enzima quimérica ThEg3Xyn3 comparados ao de Xyn3. Na tabela podem ser observados os
valores encontrados de temperatura 6tima, pH 6timo e os parametros cinético-enzimaticos tanto para
a quimera ThEg3Xyn3, quanto para a Xyn3. Observe que ha dois valores para Xyn3, a Xyn3 sem
asterisco representa a enzima parental nas mesmas condigées encontradas para a quimera, ja a
Xyn3 juntamente com um asterisco, apresenta os valores da enzima em suas condi¢cdes 6timas.

_ T -~ Koad Ko
Enzima em('?%rf‘t“ra pH K. (g/L) Keat (MIN) (Lo Pmin)
ThEg3Xyn3 38,2 6,0 3,2140,22 347,473 108,2
Xyn3 38,2 6,0 255:0,2  184,3%3,97 72,3
Xyn3* 40,7 6,5 6,120,6 678+20,6 110,8

A andlise cinética da ThEg3Xyn3 usando como substrato CMC, foi realizada para
obter os parametros cinético-enzimaticos relacionados a atividade de endoglucanase. Os
dados obtidos podem ser verificados na figura 17. O valor de K., foi igual a 1,26 g/L e o de
keatigual a 14,11 min™', com eficiéncia catalitica igual a 11,2 L-g”"-min™". A cinética da EGlII
parental também foi analisada nas mesmas condigdes Otimas encontradas para a
ThEg3Xyn3. Neste caso, a EGIlIl se mostrou menos ativa do que a quimera, apresentando
um K, de 7,31 g/L, aproximadamente seis vezes maior que o da quimera, enquanto que o
k.o foi igual a 41,75 min™, praticamente trés vezes maior que o de ThEg3Xyn3. Esta maior
afinidade da enzima quimérica pelo substrato faz com que ela seja quase duas vezes mais

ativa que a EGlII. Portanto, sob as condi¢des étimas encontradas para a enzima quimérica,
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as quais se mostram satisfatérias para a producdo de bioetanol por SSF, a fuséo
ThEg3Xyn3 se mostra vantajosa para uso comercial em relagao a EGlII.

A possivel atividade de xilanase foi verificada sobre o substrato CMC e nenhuma
atividade foi observada, o que certifica que os valores obtidos sdo especificos para
endoglucanase.

A comparagdo da ThEg3Xyn3 com a EGIIl parental em suas condigbes 6timas
também foi realizada. O valor de K, encontrado por Generoso et al. (2012) para a EGlII foi
de 21,35 g/L, dezessete vezes maior que o da enzima quimérica, enquanto o valor de k. foi
igual a 1880 min™', aproximadamente cento e trinta vezes maior que o de ThEg3Xyn3. A
eficiéncia catalitica de EGIIl encontrada por Generoso et al. (2012) foi de 88,06 L-g”-min™,
enquanto que a de ThEg3Xyn3 foi aproximadamente oito vezes menor, igual a 11,2 L-g’
-min”. Os valores de temperatura e pH 6timos, assim como os parametros cinéticos das
enzimas ThEg3Xyn3, EGIIl nas mesmas condigbes 6timas da quimera e de EGIIl em suas
condigdes 6timas, estdo representados na tabela 2.
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Figura 17. Caracterizacao cinética da atividade celulolitica da enzima quimérica ThEg3Xyn3. A
curva de Michaelis-Menten foi obtida pela velocidade da reagao, encontrada no eixo das ordenadas e
da concentracao crescente de CMC, encontrada no eixo das abscissas. No grafico, a curva em preto
representa a atividade cinética de ThEg3Xyn3; enquanto a curva em vermelho representa a atividade
cinética da EGlIl nas mesmas condigbes 6timas da quimera.

Tabela 2. Temperatura 6tima, pH 6timo e parametros cinéticos da atividade celulolitica da
enzima quimérica ThEg3Xyn3 comparados ao de EGIIl. Na tabela podem ser observados os
valores encontrados de temperatura 6tima, pH 6timo e os parametros cinético-enzimaticos tanto para
a quimera ThEg3Xyn3, quanto para a EGIIl. Observe que ha dois valores para EGIII, a EGIIl sem
asterisco representa a enzima parental nas mesmas condicbes encontradas para a quimera, ja a
EGIII juntamente com um asterisco, apresenta os valores da enzima em suas condicdes 6timas.

Temperatura Keatl K

. . _1

Enzima (°C) pH K (g/L) Keat (MiN™) (L-g™-min™)

ThEg3Xyn3 38,2 6,0 1,26 £0,16 14,11+0,31 11,2
EGII 38,2 6,0 7,31£0,94 41,75+1,65 5,7
EGII 48,2 55 21,35+1,87 1880182 88,06

Geralmente, uma enzima de fusdo construida com duas unidades enzimaticas pode
apresentar pelo menos um dos trés comportamentos a seguir: 1) maior eficiéncia de ambas
as enzimas; 2) menor eficiéncia de ambas ou 3) aumento da eficiéncia de uma enzima e
queda da outra (LU et al., 2006). Pelas caracteristicas encontradas na ThEg3Xyn3, ela
possui um comportamento diferente dos trés supracitados, pois uma das enzimas manteve a
atividade de sua parental, enquanto a outra teve uma queda.

A fusdo de duas ou mais enzimas deve ter varias vantagens sobre as enzimas
individuais em relagdo a reacdo cinética e produgdo, bem como novas propriedades e
reatividade por catalisarem ao mesmo tempo uma reag¢ao sequencial, porém, nem sempre

isso é possivel.
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Segundo Balbas (2001), Hong et al. (2006) e Nixon et al. (1998), clivagem,
enovelamento incorreto e interacao inapropriada da proteina com o substrato e mesmo entre
as proteinas, estdo entre os fatores que desestabilizam a estrutura protéica e afetam as
atividades dos dominios fusionados. Fan et al. (2009a), afirmam que é dificil criar enzimas
de fusdo que possuam a eficiéncia catalitica equivalente aquela atingida pela combinacao
das enzimas parentais.

Alguns trabalhos demonstram que as atividades especificas das enzimas dependem
de como a fusdo foi construida, tais como a ordem sequencial das enzimas e comprimento
da regido conectora.

Hong et al. (2006) relataram que a fusdo end-to-end realizada por eles de uma
celulase com uma xilanase, ambas de Thermotoga maritima, exibiu atividade quando a
xilanase era fusionada apds a celulase, porém, quando a fusédo era realizada de forma
inversa, a fusdo ndo exibia atividade celulolitica. O mesmo foi encontrado por Hong et al.
(2007), que verificaram atividade de ambas enzimas quando B-glicosidase era fusionada
apos uma celulase, porém, nao havia atividade quando a B-glicosidase era fusionada
anteriormente a celulase.

An et al. (2005) fez varias fusbes combinando celulase-xilanase de Pectobacterium e
Clostridium, respectivamente. As enzimas eram ativas quando a celulase era fusionada
apoés a xilanase, mas nao quando contrario. Também observaram que havia diferengas na
atividade quando as unidades eram fusionadas inteiras e quando somente parte delas era
fusionada, pois quando uma curta sequéncia da xilanase foi usada para a fusao, uma menor
atividade foi encontrada, concluindo que a estrutura primaria das enzimas usadas para a
fus@o sao importantes para que a proteina quimérica seja ativa.

Nos trabalhos citados acima, os autores sugerem que o enovelamento incorreto do
maodulo catalitico ou interagdes desfavoraveis entre as enzimas, desestabilizam o complexo
protéico e afetam a estrutura quaternaria da fuséo.

Para a quimera ThEg3Xyn3, nado foi construida uma fusdo de forma inversa a atual, o
que poderia gerar um resultado diferente do obtido. Generoso (2012) realizou uma
modelagem estrutural da Xyn3 e os resultados indicaram que a sua extremidade C-terminal
se encontra internalizada na proteina, o que talvez dificultasse uma fusdo nessa regido, a
qual poderia inclusive levar a uma desestabilizagdo da estrutura da xilanase. Por esse
motivo, foi escolhida a fusdo da xilanase na porcao C-terminal da EGlII, a qual, de acordo
com estudos estruturais realizados por grupos colaboradores de nosso laboratoério, se
encontra livre.

Um resultado semelhante ao de ThEg3Xyn3 foi relatado por Lu et al. (2006), que
realizaram a fusdo de uma B-glucanase e uma xilanase de Bacillus amyloliquefaciens e

Bacillus subtilis, respectivamente. Eles verificaram um aumento da atividade de B-glucanase
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e um decréscimo na atividade da xilanase. Um resultado parecido também foi encontrado
por Ay et al. (1998), na enzima quimérica B-glucanase-xilanase de Bacillus macerans e
Bacillus subtilis, respectivamente. A atividade de B-glucanase foi semelhante a parental,
mas a atividade encontrada para xilanase foi menor. Ambos os trabalhos atribuem a queda
de atividade ao enovelamento incorreto adquirido na fusdo. Ja Lee et al. (2011), construiram
seis fusdes de uma B-glicosidase de Clostridium cellulovorans com trés diferentes celulases
(duas endoglucanases e uma exoglucanase) de Clostridium thermocellum. Todas as fusdes
demonstraram ter a mesma atividade do que suas parentais.

Outro aspecto importante a ser considerado em fusdes é o linker. Estudos
demonstram que um linker apropriado deve ser inserido entre as enzimas individuais para
reduzir a interferéncia no enovelamento de cada uma das unidades, e assim, elas
funcionarem independentemente. A selegédo correta dos linkers é importante para se ter
certo grau de flexibilidade e hidrofobicidade (CRASTO & FENG, 2000; GUSTAVSSON et al.,
2001; VOLKEL et al. 2001). De acordo com Gokhale & Khosla (2000), muitas propriedades
sdo requeridas para um linker adequado, como o0 numero de residuos, possiveis
glicosilagbes, extensao da glicosilagdo e composigcdo de aminodacidos. A analise de cada
uma delas, com a ajuda de softwares especificos para estes fins, como o /-TASSER Server
(ZHANG, 2008), pode auxiliar na obtencéao de um linker adequado a fusao.

A ThEg3Xyn3 possui um linker de 10 residuos, que é considerado curto, podendo
fazer com que haja uma interferéncia de Xyn3 na atividade de EGIIl por estarem
relativamente préximas. Gustavsson et al. (2001) realizaram seis fusdes usando o CBD de
Cel6A de Neocallimastix patriciarum e a lipase B de Candida antarctica, variando o
comprimento de seus linkers (baseado no de Cel6A de T. reesei), que continham de 4 a 44
residuos, somente trés variantes foram estaveis. Verificaram que a capacidade de ligacao a
celulose das fusées que continham linkers curtos (de 4-13 residuos) era ligeiramente inferior
do que as que continham linker longo. Porém, notaram que os linkers longos eram mais
propicios a clivagens. Sabe-se que, linkers longos devem resultar em baixa produtividade da
quimera ativa, pois regides desprotegidas e flexiveis sdo suscetiveis a clivagem proteolitica
durante a produgdo recombinante. J& os linkers curtos podem superar os problemas
associados com degradagao por proteases, por outro lado, ha o risco de permitir a ligacao
das unidades por estarem muito préximas e assim resultar na perda de fungao.

Lu & Feng (2008), caracterizaram oito fusdes (B-glucanase-xilanase de Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus subtilis, respectivamente), com variagcoes de linkers, somente
algumas se mostraram ativas. Os autores sugerem que o efeito nas fusdes se deve pela
distancia entre as duas enzimas usadas para a construcao da fuséo e pelos diferentes tipos
de fusdes realizadas. Os autores ressaltam que é conveniente desenhar um linker em um

web Server, porém, é necessario otimizar seu comprimento para uso pratico. Desta forma,
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fica claro que mudancas no comprimento, composicao e estrutura do linker podem afetar o
desempenho das unidades e também da fusdo. Por isso, ha a necessidade de otimizar o
linker para a constru¢do de uma quimera funcional.

O linker usado na fusdo ThEg3Xyn3 nao foi desenhado e nem analisado em um web
Server. Ele foi desenhado com base naquele de Adlakha et al. (2011), que desenharam um
linker de dez residuos, composto por glicinas e serinas. Apesar de Markaryan et al. (1999)
verificarem que proteinas com sitios de Gly-Ser sdo mais sensiveis a clivagem proteolitica
durante a expressdao em P. pastoris, ndo foi verificada qualquer tipo de clivagem na
ThEg3Xyn3.

Segundo Adlakha et al. (2011), uma maneira de solucionar a reducao de atividade, é
expressar a quimera com varios linkers e verificar qual deles faz com que a enzima
apresente melhor atividade, e qual permite que as propriedades estruturais secundérias da
proteina sejam mais proximas as nativas. Nesse presente trabalho, somente um linker foi
desenhado para a quimera ThEg3Xyn3 e ndo foram realizados ensaios para a sua
otimizacao, ja que a mesma, em um primeiro momento, se mostrou estavel e ativa.

Von Ossowski et al. (2005), observaram em seu trabalho que as O-glicosilacdes
também sdo importantes para a estabilizagdo de um linker. Entretanto, ndo foram verificadas
possiveis glicosilacées na quimera ThEg3Xyn3, visto que o tamanho da proteina expressa é
muito similar ao predito. Os autores supracitados também analisaram um linker de 88
residuos responsavel por conectar dois dominios de tamanhos similares em uma celulase
dupla quimérica. O linker mostrou-se flexivel e desordenado, adotando conformacodes
compactas e estendidas, assim como o de algumas celulases que possuem dois médulos.
Portanto, os autores afirmam que um linker pode adotar varias conformacgdes juntamente
com muitas diferencas de distancia entre as enzimas.

Outras fusdes que tem demonstrado bons resultados sao aquelas em que ha a fusao
de um CBM a uma enzima desprovida deste tipo de modulo, ou até mesmo, um médulo
adicional.

A EGIIl utilizada na construcdo de ThEg3Xyn3 ndo possui CBM. Os trabalhos
relatados a seguir, demonstram que a ligagcdo de um CBM a endoglucanases dao a estas
enzimas, além de maior atividade sobre CMC, a capacidade de hidrolisar Avicel.

Telke et al. (2012) fizeram uma quimera adicionando um CBM de Clostridium
thermocellum a Cel9A de Alicyclobacillus acidocaldrious. A Cel9A € uma endoglucanase
desprovida de CBM e acredita-se que por essa razdo ela apresente baixa atividade
hidrolitica. Eles observaram que a quimera tinha um aumento de atividade néo s6 para CMC
como também para Avicel. Seria bastante interessante em uma fusdo como a ThEg3Xyng,
possuir uma endoglucanase ndao sé com aumento de atividade contra substrato soluvel

(CMC), como também ao insoluvel (Avicel), pois somente as celobiohidrolases possuem a
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capacidade de hidrolisar eficientemente Avicel. Assim, em uma Unica quimera haveria a
atividade de trés enzimas: endoglucanase, xilanase e celobiohidrolase.

Kim et al. (2010), também observaram um aumento de atividade contra Avicel quando
adicionaram um CBM a seis CDs de endoglucanases bacterianas.

Outros estudos também demonstram o potencial emprego de CBM para modificacdes
de atividade de uma enzima. Kim et al. (1998), verificaram que substituindo o CBD de uma
endoglucanase de B. subitillis pelo da CBHI de T. viride, havia uma maior capacidade de
ligacao e atividade hidrolitica sobre celulose microcristalina. Limon et al. (2001), adicionaram
o CBM de CBHI de T. reesei a uma quitinase de T. harzianum, que resultou em aumento da
atividade hidrolitica em substratos insoluveis. O que se verifica na maior parte destes
trabalhos € que as celulases fusionadas com CBM aumentam a atividade para celulose
microcristalina, mas nem sempre para CMC. Wang et al. (2012b), sugerem que isso se deve
ao fato do CBM competir com o CD e consequentemente levar a queda de atividade contra
este substrato.

Ha também estudos que envolvem a adi¢cado de CD as enzimas, como foi feito por Liu
et al. (2006), que fusionaram a uma Eg/V um CD adicional, resultando em um aumento da
atividade especifica em quatro vezes. Porém, em alguns casos, esta melhora na atividade
nao é alcancgada.

A fusdo das enzimas EGIIl e Xyn3 para originar a ThEg3Xyn3 foi realizada por meio
de clivagens com enzimas de restricdo e ligacdo. Entretanto, Lu (2005), em uma revisao,
afirma que componentes de moléculas hibridas devem ser trabalhados precisamente, sem a
presenca de sequéncias extras intervenientes e indesejaveis. Segundo o mesmo autor, a
técnica classica de fusdo génica, que envolve o uso de enzimas de restricdo, pode deixar
para tras sequéncias adicionais, como as dos sitios de restricdo, na juncdo das enzimas. A
introducéao extra de residuos de aminoacidos nas jungdes pode ter efeitos indesejados sobre
a estrutura e atividade da proteina de fusdo e assim interferir no estudo acurado da fuséo
génica. Para que esse tipo de problema nao ocorra, € que existe a clonagem “sem
costuras”, a qual permite que a fusédo seja precisa, continua e que os fragmentos de DNA
sejam unidos sem a adicdo de qualquer nucleotideo nas jungbes dos fragmentos. Com o
advento da PCR, varios métodos e abordagens para fusdo génica tem sido propostos, como
por exemplo, DNA shuffling e PCR overlap.

Os estudos estruturais da ThEg3Xyn3 ainda nao foram realizados, portanto, ainda néo
se pode afirmar quais foram as causas da queda de atividade de EGlll, sendo assim,
qualquer uma das situagdes citadas acima podem ter ocorrido. Mutagéneses aleatérias
podem ser usadas para restabelecer a atividade da enzima, presumidamente por restaurar
interagbes adequadas, como o enovelamento, estabilidade e formagédo estrutural correta
(Nixon et al., 1998).
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Até o momento, este é o primeiro trabalho que relata a construgdo de uma fusao
usando as enzimas EGIIlI e Xyn3 do fungo T. harzianum. Esta quimera foi construida com o
intuito de se ter em uma Unica enzima a capacidade de hidrélise da celulose e da
hemicelulose, ja que os processos usados para pré-tratamento da biomassa para que a
celulose se torne disponivel para a agdo de celulases, além de caro, pode ter efeitos
negativos sobre a fermentagéo.

O estudo detalhado de enzimas de fusdo pode minimizar os custos para a producao
de bioetanol, fazendo com que este tipo de combustivel seja economicamente viavel, pois a
hidrélise da biomassa lignoceluldsica requer a acao coordenada de multiplas enzimas e ao
se reduzir o numero de enzimas necessarias para a mistura de reagéo de hidrolise, reduzira
também os custos efetivos no processo de producao de etanol advindo do bagaco da cana-
de-agucar.

A quimera ThEg3Xyn3 se mostra satisfatéria para a redugcdo de custos durante a
sacarificacdo e fermentagdo. Pois em uma unica enzima ha a vantagem de se ter duas
funcdes distintas, a atividade celulolitico e xilanolitica, juntamente com temparatura e pH
otimos desejaveis ao processo SSF. Outra vantagem é em ter a produgdo de uma enzima
que executa a fungao seqlencial de duas enzimas, em um mesmo sistema, o que também
gera economia. Além disso, ha a possibilidade de se transformar um fungo com a enzima
quimérica com objetivo de té-la no préprio meio durante a fermentacdo e com maior

producao.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir o seguinte:

A construgdo do plasmideo da enzima de fusao foi bem sucedida;

A expressao da quimera recombinante ThEg3Xyn3 usando um sistema heterélogo em
Pichia pastoris se mostrou eficiente, gerando proteina pura e em quantidade suficiente

para estudos funcionais;

A quimera se mostrou ativa em CMC e xilana birchwood;

A ThEg3Xyn3 possui caracteristicas adequadas de temperatura e pH para a sua
aplicacao em usinas para a producao de etanol a partir do bagaco da cana-de-agucar;

Mesmo a atividade de EGlIl sendo menor na fusdo do que quando comparada a sua
parental, o fato dela estar associada a Xyn3 e as duas desempenharem seus papéis
na degradacédo de celulose e hemicelulose, ja faz com que a fusao seja vantajosa em
relagdo a reacdo sequencial das mesmas enzimas usadas separadamente para um

futuro uso comercial;

e A enzima de fusdo se mostrou mais ativa do que suas parentais quando estas foram
analisadas sob as mesmas condi¢des 6timas da quimera. Tais condi¢cdes 6timas sédo
favoraveis aquelas necessarias para o uso de enzimas em sacarificagdo e

fermentagéo simultaneas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Pretende-se agora fazer os estudos estruturais da ThEg3Xyn3, a fim de se obter mais
informacdes sobre a quimera, como a estrutura adquirida apds a fusao e o que foi alterado
em relacdo a estrutura das enzimas parentais.

A quimera apresentou caracteristicas vantajosas de pH e temperatura para SSF,
porém, uma das enzimas nao alcancou a eficiéncia catalitica igual a sua parental, por isso,
algumas abordagens, como mutagéneses aleatérias por DNA shuffling, adicdo de um CBM
e variagdes de linker, serdo estudadas para verificar qual melhor se adéqua para aumentar
a eficéncia catalitica de ThEg3Xyn3.
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Figura 18. Mapa do vetor de propagacao pTZ57RT (Fermentas). No mapa estao indicadas todas
as enzimas de restricdo que podem ser usadas para clonagem neste vetor.



