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RESUMO

A atual situacdo do cendario energético e ambiental do mundo tem favorecido o
desenvolvimento de fontes alternativas de energia, e como opg¢ao tem surgido a utilizacdo
de biocombustiveis, como o bioetanol. Além do etanol produzido a partir do caldo de
cana, ha a alternativa de utilizar a biomassa vegetal para obter o chamado etanol de
segunda geracdo. No Brasil o principal material lignoceluldsico utilizado para producao
de bioetanol ¢ o bagaco de cana-de-acucar, e este etanol ¢ obtido por meio da
fermentagdo do hidrolisado dos polissacarideos da parede celular dos vegetais, sendo esta
hidrdlise, realizada, normalmente, por enzimas celuloliticas. Microrganismos, como 0s
fungos do género Trichoderma, que sdo fungos filamentosos presentes no solo, possuem
uma variedade dessas enzimas capazes de converter a celulose em glicose. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho foi a produ¢do recombinante da enzima endoglucanase
IV de Trichoderma harzianum 10C-3844 e sua caracteriza¢do bioquimica. Esta Endo IV,
que apresenta alta similaridade com as Endo IV de outras espécies de Thichoderma, foi
expressa utilizando-se o sistema de expressdo heterdloga da levedura Pichia pastoris e,
apds ser purificada, foram realizados ensaios para testar sua atividade. A enzima
recombinante ndo demonstrou sinal de degradacdo em nenhum dos substratos utilizados,
nao podendo ser comprovada sua agao hidrolitica. Porém, na literatura consta que essas
enzimas tém a capacidade de aumentar a quebra de lignocelulose por celulases (ou uma
mistura delas). Com base nesses dados, um teste foi realizado para avaliar a capacidade
da endo IV de suplementar a atividade do coquetel Acellerase 1500 (Genencor) na
hidrélise de biomassa. No experimento, foi adicionado cobre como doador de elétrons e
apesar do aumento na hidrélise do bagago-de-cana os resultados mostraram que o cobre
sozinho melhora a performance do coquetel. Uma andlise de dicroismo circular foi
realizada e revelou que a Endo IV recombinante se encontra corretamente enovelada. O
estudo mostrou que a enzima produzida em laboratdrio possui alto nivel de expressao,
porém sua atividade ndo pdde ser constatada. Pretende-se agora realizar testes com
coquetéis que ndo contém expansinas € com enzimas isoladas, a fim de verificar se a

Endo IV possui efeito sobre elas.

Palavras-chave: Etanol, Trichoderma harzianum, celulase, Endoglucanase IV
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ABSTRACT

The present situation of energy and environmental setting in the world has favored the
development of alternative energy sources, and has emerged as an option the use of
biofuels, such as bioethanol. Besides ethanol produced from sugarcane, there is the
alternative of to use plant biomass to get called second-generation ethanol. In Brazil, the
major lignocellulosic material used to produce bioethanol is sugarcane bagasse, and this
ethanol is obtained by fermentation of the hydrolyzate of the plant cell wall
polysaccharides, this hydrolysis is performed normally by enzymes cellulolytic.
Microorganisms, such as fungi of the genus Trichoderma, which are filamentous fungi
present in the soil, have a variety of these enzymes that convert cellulose into glucose. In
this context, the aim of this study was the recombinant production of Trichoderma
harzianum 10C-3844 endoglucanase IV and its biochemical characterization. This Endo
IV, which presents high similarity with Endo IV of other Thichoderma species, was
expressed using the heterologous expression system of the yeast Pichia pastoris, and after
be purified, assays were performed to test their activity. The recombinant enzyme hasn’t
show sign of degradation in any of the substrates used and can’t be confirmed its
hydrolytic action. However, the literature has been showed that these enzymes have
capacity to increase the breaking of lignocellulose by cellulases (or a mix of them). Based
on these data, a test was performed to evaluate the ability of endo IV supplemental
activity in the cocktail Acellerase 1500 (Genencor) in the hydrolysis of biomass. In the
experiment, copper was added as an electron donor and despite the increase in the
hydrolysis of sugarcane bagasse the results showed that copper alone improves the
cocktail performance. A circular dichroism analysis was performed and showed that the
recombinant Endo 1V is correctly coiled. The study showed that the enzyme produced at
the laboratory has a high level of expression, but its activity couldn’t be detected. The
intention now is to perform tests with cocktails that don’t contain expansins and isolated

enzymes in order to verify that the Endo IV has effect upon them.

Keywords: Ethanol, Trichoderma harzianum, cellulase, Endoglucanase IV
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1 INTRODUCAO

1.1 Etanol de segunda geracao

A atual situagdo do cendrio energético e ambiental do mundo tem favorecido o
desenvolvimento de fontes alternativas de energia, em especial para substituir a utilizacdo
de combustiveis fosseis, principalmente o petroleo. Como opg¢do para esse problema tem
surgido a utilizagdo de biocombustiveis. (CARVALHO, 2008). A utilizacdo de
biocombustiveis ¢ uma forma muito efetiva para reduzir as emissdes de gases de efeito
estufa em associagdo ao consumo energético no setor de transporte (MACEDO, 2007).
Exemplos de biocombustiveis sao o biodiesel e o etanol.

O etanol pode ser obtido de varias matérias primas, como o acucar da cana-de-
acucar, celulose e residuos de producdo agricola (SANTOS & GOUVEIA, 2009).
Tradicionalmente, a producdo de etanol se da por meio da fermentacdo da sacarose
presente em produtos vegetais (cereais, beterraba, cana-de-agucar), o qual é chamado de
etanol de primeira geragdo. A producdao de etanol de segunda geragdo, a partir dos
polissacarideos da parede celular vegetal, o qual ¢ obtido por meio da hidrolise quimica
ou enzimatica desta parede, tem se mostrado uma boa alternativa para suprir a demanda
por biocombustiveis (BALAT & BALAT, 2009; BASTOS, 2007; BUCKERIDGE et al,
2007; MAICHE & HUBER, 2010).

O novo conceito de etanol, ou bioetanol, se refere a sua producdo a partir de
materiais lignocelulosicos, que sdo provenientes de sobras e residuos de produtos
naturais, como sabugo e palha de milho, bagaco, pontas e palhas de cana-de-agucar
(BASTOS, 2007). Material celulosico ou lignoceluldsico ¢ um termo usado para indicar
0s principais componentes da maioria dos vegetais, que sao a celulose, a hemicelulose ¢ a
lignina (OGEDA & PETRI, 2010).

O principal material lignocelulésico ou biomassa, utilizado para producdo de
bioetanol ¢ o bagago de cana-de-agucar (SANTOS & GOUVEIA, 2009). Mas outras
fontes também sdo utilizadas, como sementes (cevada, aveia, arroz, trigo, sorgo),
beterraba e outras fontes de celulose (CARVALHO, 2008). No Brasil, o etanol ¢
produzido em maior escala, a partir da cana-de-agtcar, desde 1975, devido ao incentivo

do Programa Nacional do Alcool (Proalcool) (LUZ JR. et al. 2009).
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A produgdo de bioetanol a partir de biomassa ainda apresenta um desenvolvimento
insatisfatorio no mundo (SERVICE, 2010). Os maiores desafios para concretizar os
beneficios do etanol celulésico sdo desenvolver politicas para acelerar sua
comercializacdo e aumentar o conhecimento sobre sistemas de conversao celulosica a fim
de identificar oportunidades para avangos em tecnologias visando a reducdo de custos
para a producdao (WYMAN, 2007).

O Brasil possui condigdes para assumir a lideranga mundial no aproveitamento total
da biomassa por possuir grande disponibilidade de matérias-primas renovaveis oriundas
de culturas agricolas em grande extensdo, destacando-se a industria de cana de agucar.
Além disso, possui condi¢gdes climaticas favoraveis, abundancia de recursos hidricos e
vasta experiéncia na producdo de etanol (PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008).

A principal vantagem da produ¢do de bioetanol no Brasil ¢ que tal producdo se da a
partir do bagaco de cana-de-agucar, um residuo que normalmente ¢ rejeitado e pode
causar problemas ambientais. Desta forma, seu uso também evita problemas com a
producdo de alimentos. Porém, apesar da hidrélise quimica do bagaco de cana-de-acticar
ser uma metodologia consolidada em condi¢des de laboratdrio, sua aplicacdo em grande

escala ¢ ainda economicamente inviavel no Brasil (SOCCOL et al., 2010).

1.2 Parede celular vegetal

Os materiais lignocelulosicos sdo 0s compostos organicos mais abundantes na
biosfera. A vantagem de utilizd-los como matéria-prima para a produgdo de
biocombustiveis, além da sua grande abundancia, ¢ o fato de que ndo servem como
alimento para a grande maioria dos animais e humanos, como serve, por exemplo, o
amido. Esses materiais formam a parede celular vegetal, composta por estruturas fibrosas
constituidas por polissacarideos (celulose, hemicelulose), lignina e também por algumas
substancias pécticas e algumas proteinas estruturais. O polissacarideo mais abundante na
parede ¢ a celulose (40,6 — 51,2%), a segunda maior fracdo corresponde as hemiceluloses
(28,5 —37,2%) e a lignina representa uma porcentagem inferior (13,6 — 28,1). (PAULY &
KEEGSTRA, 2008; PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008).

Apesar de ocorrer diferencas na composi¢ao e estrutura das paredes celulares em
diferentes grupos de plantas, em todos, o principal polissacarideo ¢ a celulose, constituida

por mondmeros de glicose unidos por ligagdes glicosidicas -1,4, formando uma estrutura
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linear e cristalina. Celobiose, um dissacarideo, ¢ a unidade repetitiva da cadeia. Cerca de
30 moléculas de celulose se unem por ligagdes de hidrogénio, inter e intra-cadeias, para
formar as fibrilas elementares, que sdo montadas em unidades maiores chamadas
microfibrilas, que juntas formam fibras de celulose. As ligagcdes de hidrogénio
individualmente sdo fracas, porém juntas resultam em uma grande forga de ligagdo,
dando a celulose alta resisténcia a hidrolise. A celulose ¢ comumente encontrada
associada a hemicelulose e a lignina e sua principal fungdo ¢ garantir a rigidez da parede
celular da planta (Figura 1) (LYND et al. 2002; PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008;
VRIES & VISSER, 2001).

A hemicelulose, que estd intimamente associada a celulose, ¢ um polissacarideo
mais heterogéneo e é a segunda estrutura organica mais abundante na parede celular. E
constituida basicamente por mondmeros de D-xilose, D-manose, D-galactose. D-glicose,
D-acido glucoronico e acetatos, sendo que seu principal polimero ¢ o xilano. Ao contrario
da celulose, essas macromoléculas apresentam consideravel grau de ramificagdes e,
consequentemente, ndo apresentam regides cristalinas. Juntamente com a lignina e os
polissacarideos pécticos, interagem com as fiblilas de celulose e criam uma estrutura
rigida, fortalecendo a parede celular. (PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008; VRIES,
VISSER, 2001).

A lignina € um composto fenolico com uma estrutura altamente complexa, sendo
também responsavel pela rigidez da parede celular e importante para suporte mecanico,
transporte de dgua e possui importante funcdo na defesa da planta, pois devido a alta
complexidade e insolubilidade de seu polimero, a planta se torna resistente a degradagao

por muitos microrganismos. (CAMPBELL & SEDEROFF, 1996).
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Figura 1. Esquema da associacio entre os polissacarideos que formam a parede
celular vegetal. (Fonte: FERREIRA, V. 2010).

1.3 Enzimas hidroliticas

A hidrdlise faz parte do processo de obtengdo de bioetanol e o conhecimento de
como ela ocorre ¢ de como funcionam as celulases se faz importante (DE PAULA et al.
2009). Existem dois tipos de hidrdlise, a 4cida e a enzimatica. A hidrolise acida consiste
na conversao de celulose e hemicelulose a agucares simples utilizando uma solugao acida
(diluida ou concentrada). Ja& na hidrolise enzimatica tal conversao se da por um conjunto
de enzimas. Estudos indicam que a hidroélise enzimatica ¢ melhor e bastante adequada,
visto que hd uma menor produgao de toxinas (LORA et al. 2008).

A utilizacdo da maquinaria bioquimica de microrganismos, como fungos e
bactérias, para desmontar a parede celular vegetal, apresenta grandes expectativas para a
produgdo de etanol em grande escala. Fungos, como aqueles dos géneros Trichoderma ¢
Penicillium, sao capazes de produzir grandes quantidades de glicosidades, celulases,
proteases e outras hidrolases, e a produgdo de enzimas hidroliticas ¢ a “chave” para o
sucesso da producdo de bioetanol por rotas bioquimicas (BUCKERIDGE et al. 2007;
MAICHE, HUBER, 2010).

A hidrolise enziméatica da celulose ¢ realizada por enzimas celulases, que formam
complexos enzimaticos e possuem grande especificidade. As enzimas destes complexos
estdo subdivididas em trés grupos: endo-1,4-B-D-glucanases ou endoglucanases, que
quebram ligagdes glicosidicas das moléculas de celulose, exo-1,4-B-D-glucanases ou
celobio-hidrolases, que extraem as unidades de celobiose dos terminais da cadeia de
celulose, e 1,4-B-D-glicosidases, que hidrolisam a celobiose em unidades de glicose
(SANTOS & GOUVEIA, 2009; OGEDA & PETRI, 2010).

As celulases trabalham de maneira coletiva e coordenada para que a hidrdlise da
celulose seja eficiente, esquematizada na figura 2. A atividade sinérgica das celulases ¢

muito mais eficiente do que a atividade individual de cada uma (DIN et al., 1994).
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o Celulose
: S}; ;
Endoglucanase

k> &
Celobiohidrolase

Celobiose Glicose Glicose

4
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Figura 2. Esquema de como as enzimas do complexo celulolitico agem nas moléculas
de celulose. Endoglucanases quebram ligagdes glicosidicas das moléculas de celulose,
celobiohidrolases extraem as unidades de celobiose dos terminais da cadeia de celulose, ¢
B-glicosidases hidrolisam a celobiose em unidades de glicose (Fonte: OGEDA & PETRI,
2010).

1.4 Trichoderma harzianum e Endoglucanase IV

As celulases sdo representadas por grupos de enzimas que podem ser utilizadas em
varios processos biotecnoldgicos, como produgdo de etanol combustivel. Celulases
fingicas sao produzidas em larga escala e agem em conjunto para a hidrdlise completa da
celulose (DAS, BENERJEE, BAL, 2008; LIU et al. 2010).

Microrganismos celuloliticos, como os do género Trichoderma, possuem uma
variedade de enzimas celuloliticas capazes de converter a celulose em glicose
(KLEMAN-LEYER,1996).

Thichoderma spp sdo fungos filamentosos presentes no solo e que podem ser
usados como agentes de controle biologico, e sua eficicia e tal fungdo ¢ atribuida a sua
capacidade de secre¢do de enzimas que conseguem degradar a parede celular dos vegetais

(LIU et al. 2010).
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Pela grande producdo enzimatica dos fungos da espécie Trichoderma ocorrer
extracelularmente e por serem considerados de facil cultivo e ndo patégenos, eles podem
ser utilizados facilmente em processos industriais (KAR et al. 2006).

Devido a esta capacidade, Trichoderma harzianum e outras espécies,
principalmente Trichoderma reesei, sao considerados os mais promissores produtores de
enzimas celuloliticas, como [-1,4-glucanases, quitinases, B-1, 3 glucanases, B-1, 6
glucanases, proteases e xilanases (CASSIOLATO & MELO 1999).

Existem 126 familias das glicosil-hidrolases de acordo coma classificagdo
disponivel no CAZy (Carbohydrate - Active Enzymes - http://www.cazy.org/Glycoside-
Hydrolases.html).

A endoglucanase IV pertence a familia 61 das glicosil-hidrolases. E conhecida
também como Cel61A e ¢ uma das enzimas que fazem parte do complexo celulolitico
que cliva as cadeias de celulose. Esta enzima possui um dominio de ligacdo a celulose
(CBM), uma regiao “linker” e um dominio catalitico, sendo que o CBM foi identificado
por sua homologia com o CBMs de outras celulases (KARLSSON et al. 2001). Porém, a
atividade e funcdo de Cel61A ainda ndo foram determinadas, pois, apesar de apresentar
atividade endoglucanase, tal atividade ¢ bem menor do que em outras endoglucanases,
como por exemplo na endoglucanase I (LIU et al. 2006).

De acordo com informagdes contidas no CAZy mesmo a atividade da endo IV
sendo fraca, ela ¢ mantida na classificacio como sendo da familia 61 devido a sua
capacidade de aumentar a quebra de lignocelulose quando utilizada em conjunto com

uma outra celulase ou uma mistura de celulases.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Producao recombinante da enzima endoglucanase IV de Trichoderma harzianum

I0C-3844 ¢ sua caracterizacao bioquimica.

2.2 Objetivos especificos

. Caracterizar do clone identificado na biblioteca de cDNA de Trichoderma

harzianum 10C-3844 ja existente no Laboratorio de Biologia Molecular e realizar de

analises bioinforméaticas para compara¢ao com endoglucanases ja descritas;

Clonar da fase aberta de leitura (ORF) em vetor para expressdo em Pichia pastoris;

. Isolar de transformantes hiperprodutores da enzima recombinante;

. Purificar da enzima;

. Realizar de testes bioquimicos para caracteriza¢do da atividade enzimatica.
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3 METODOLOGIA

3.1 Clonagem e expressio da Endoglucanase recombinante

3.1.1 Obtencio dos clones, caracterizacdo bioinformatica e construcio do plasmideo.

A regido codificadora da Endo IV foi obtida da biblioteca ¢cDNA do fungo
filamentoso Trichoderma harzianum 10C-3844 ja existente no Laboratorio de Biologia
Molecular (MALAGO-JR, 2012).

O crescimento do clone foi feito em 10 mL de meio liquido Luria-Bertani (LB),
com 25 pg/mL kanamicina, com agitacio de 250 RPM a 37°C por 16h. Apds o
crescimento, foram reservados 500 pL do in6culo, para manutengdo em glicerol 15% em
freezer -80°C, e com o restante foi realizado a extragdo do plasmideo pela técnica de lise
alcalina (SAMBROOK & RUSSEL, 2001), utilizando-se o kit QIAprep Spin Miniprep
(Qiagen), segundo as instrugdes do fabricante.

Para o sequenciamento, as amostras foram preparadas utilizando-se o kit
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare), seguindo as instru¢des do
kit. As amostras foram sequenciadas no MegaBACE 1000 Flex (GE Healthcare) com os
primers  MI3-Forward (TGTAAAACGACGGCCAGT) e MI13- Reverse
(AGCGGATAACAATTTCACAC).

Utilizando a ferramenta para analise bioinformatica ORF Finder (Open Reading
Frame Finder) disponivel no NCBI foi identificado a ORF do c¢cDNA e utilizando
alinhamento por BLAST, também no NCBI, foi realizada a comparagao da Endo IV com
endoglucanases ja descritas.

A ORF de Endo IV foi clonada no vetor pGAPZaA — Invitrogen (Figura 3) e
amplificada por PCR com 0s primers EGIV_Th pGAP Fw:
CCTTCGAAATGGCTCAAAAGCTTTCC e EGIV_Th pGAP_Rv:
CGTCTAGAAATCTGGAAACGCACTGAGC.



Comments for pGAPZa A
3147 nucleotides

* There is an additional restriction
site between the a-factor signal

36l GATTATTGGA AACCACCAGA ATCGAATATA AAAGGCGRAC ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT

pGEAP forward priming site

I 1
421 CTCCTGACCC RRAGACTTTA AATTTAATTT ATTTGETCCCT ATTTCAATCA ATTGAACARC

I
481 TATITCGARAAR CG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala

532 GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC ARAC ACT ACA ACR GAR GAT GRA ACG
Ala Ser Ser Ala Leu Ala &la Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr

=l

a-factor signal saquance

583 GCA CAA ATT CCG GCT GAR GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAR GGG GAT
Ala Gln Ile Pro Rla Glu ARla Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

£34 TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TOC AAC AGC ACA RAT AAC GGG TTA TTG
Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu

ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT ARR GAR GRA GGG GTA TCT

&85 TTT ATA AAT
Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser

Fhe Ile
Xhol* Kax2 signal claavaga

Pst| EcoR | Pmll 51
| 1

| 1
736 CTC GAG ARA AGR GAG GCT GRA [;df GCA [i.; AATTCACGE TGECCCAGC CGGCCGTCTC
Leu Glu Lys Arg Glu Al dl[;l u Ald‘

Stal3 signal claavage
AspT1B | Kpn | Xhol Sacll Mot Xba | myc apitopa
1 1 — 1 1 1 I
792 GGATCGGTAC CTCGAGCCGC GOCGGCCGCC AGCTTTCTA GAR CAR ARA CTC ATC TCA GAA

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu
palyhistiding tag
[ 1
852 GAG GAT CTG AAT AGC GCOC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGAR GTTTTAGCCT
Glu Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp Hig Hisg His His Hig Hig *#*#*

207 TAGACATGAC TGTTCCTCAG TTCRAGTTGE GUACTTACGA GRAGACCGET CTTGCTAGAT
3" ADX 1 priming site
[ ]
267 TCTAATCAAG AGGATETCAG AATECCATTT GUCTGAGAGA TGCAGGCTTC ATTTTTGATA

1027 CTTTTTTATT TGTAARCCTAT ATAGTATAGG ATTITITITG TCATTITGTT TCTT

Figura 3. Mapa do vetor de expressao pGAPZaA, B, C ( Invitrogem)
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O amplicon e o vetor pPGAPZaA foram, ambos, restringidos com as enzimas BstBI
e Xbal e foram ligados, originando o plasmideo recombinante contendo o peptideo sinal

nativo da proteina e a cauda de poli-histidina.

3.1.2 Transformacao em Pichia pastoris

A transformagdo foi realizada de acordo com recomendacdes do manual “pGAPZ
A, B, and C pGAPZa A, B, and C Pichia expression vectors for constitutive expression
and purification of recombinant proteins” — Invitrogen.

Primeiramente, mistura de ligacao foi transformada em células quimiocompetentes
de Escherichia coli DH5a. Os transformantes foram cultivados em placas com meio LB
Low Salt contendo o antibidtico zeocina (25pug/ml) e os clones positivos foram
identificados por PCR de coldnia.

Os clones positivos foram linearizados com a enzima BspHI e transformados por
eletroporacdo em células competentes de Pichia pastoris da linhagem KM71H. Para
selecionar os recombinantes, foram utilizadas placas com meio YPD &gar contendo o

antibiodtico zeocina (25pug/ml) e realizado um screening dos clones positivos.

3.1.3 Expressao e purificacio da enzima recombinante

O protocolo de indugdo também realizado conforme com recomendagdes do
manual “pGAPZ A, B, and C pGAPZa A, B, and C Pichia expression vectors for
constitutive expression and purification of recombinant proteins” — Invitrogen.

As leveduras transformadas foram selecionadas em placa 24-well (24 pogos), com
adaptagdes ao descrito por Boettner et al (2002). Foi utilizado meio de extrato de
levedura, peptona e dextrose (YPD) com glicose e tamponado com tampao fosfato K pH
6.0, para propagacao celular e inducao da proteina recombinante.

Inicialmente, uma pequena quantidade de massa celular (pega com a ponta do
palito de dente) foi crescida em 3 mL do meio incubado a 30°C por 96h sob agitagdo
constante de 250 rpm. A expressdo dos clones foi analisada em SDS-PAGE 12%
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

O clone que apresentou maior expressao da enzima foi induzido em 100 mL de

meio YPD, nas mesmas condi¢des anteriormente citadas. A cada 24 h foi retirada uma
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amostra de 100 pL da cultura em crescimento, para analise do sobrenadante também em
SDS-PAGE 12%.

Identificado o tempo ideal para a inducdo, a endo IV foi induzida em 200 mL de
meio YPD tamponado a 30°C e purificada por cromatografia de afinidade, utilizando uma
coluna de resina de niquel. Na coluna contendo 5 ml de resina, que havia sido mantida
em etanol 20%, previamente lavada com 3 volumes de dgua destilada e equilibrada com 5
volumes de tampao de lise sem imidazol, foi vertido o sobrenadante da cultura de Pichia
pastoris transformante e o eluato foi recolhido para analise. Posteriormente a coluna foi
novamente lavada com 3 ml de tampao de lise sem imidazol e a proteina recombinante
foi eluida da coluna com tampdes com diferentes concentracdes de imidazol (10 a
250mM). A concentracdo de proteina foi determinada com base na absorbancia de UV a

562 nm, usando Pierce® BCA — Protein Assay Kit.

3.2 Ensaios de atividade enzimatica da Endo IV

3.2.1 Testes qualitativos de atividade

Primeiramente foi realizado um zimograma, com a adi¢do de 1% de carboxi-metil-
celulose (CMC) em SDS-PAGE. Para a andlise, foram utilizados o sobrenadante do
cultivo de Endo IV, a enzima purificada e a enzima Endoglucanase III (endo III) de
Trichoderma harzianum (GENEROSO et. al. 2012), como controle positivo.

Em seguida, foi realizado o teste com placas de CMC (agar, CMC e H20). A placa
de Petri foi dividida em quatro e aplicados o sobrenadante do cultivo de Endo IV, a
enzima purificada, a enzima Endo III, como controle positivo, e o sobrenadante do

cultivo de P. pastoris KM71H, como controle negativo.

3.2.2 Ensaios bioquimicos

A atividade enzimatica foi determinada pela formagao de acucares redutores, com o
uso do reagente DNS, como proposto por Miller (1959), com modificacdes. A solugdo
aquosa de DNS contém 7,5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), 14 g de hidréxido de
sodio, 216,1g de tartarato de sodio e potassio, 5,4 mL de fenol e 5,8 g de metabissulfito

de s6dio em um litro.
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Nas andlises de agucares redutores por DNS foram utilizados como substratos
CMC, papel de filtro, p6 de serra, Avicel e bagaco de cana-de-agucar.

Para a quantificagdo do acucar redutor, baseou-se na metodologia adotada por
Ruller (2006). Inicialmente o substrato foi incubado a uma determinada temperatura, que
variou de 37°C a 60°C, durante 10 minutos e, em seguida, foi adicionada a enzima. A
reacdo foi incubada nas diferentes temperaturas com tempos de 15 minutos, 1 hora e 4
horas. Decorrido o tempo proposto, foram adicionados 100 pL da solu¢do de DNS, as
amostras foram fervidas por 5 minutos e resfriadas em gelo. As amostras foram diluidas
em agua destilada e leu-se a absorbancia a um comprimento de onda de 540 nm.

As reacoes foram realizadas em triplicata e foi utilizada uma amostra sem a adi¢ao

da enzima como controle negativo.

3.2.3. Endoglucanase IV + Coquetel Acellerase 1500 (Genencor)

A fim de avaliar a capacidade da endo IV de suplementar a atividade do coquetel
Acellerase 1500 (Genencor) na hidrdlise de biomassa, foi realizado no Laboratério
Nacional de Ciéncias e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), em Campinas, um teste com 50
mg de bagago de cana-de-acucar pré-tratado com acido fosforico (BASC), que foram
pesados em microtubos de 2mL. O volume de reagao de hidrolise foi de 1 mL composto
por 500 pL tampao fosfato 100 mM pH 6,0, 10uL do coquetel accelerase, seguindo as
recomendacdes do fabricante (200uL/ g biomassa), e enzimas na dilui¢cdo 200ng. Apos 24
horas de hidrélise a 50°C, a reagdo foi centrifugada por 10 min a 14 000 g e o
sobrenadante foi apropriadamente diluido (1:10) para quantificagdo dos aglcares

redutores pelo método de DNS.

3.3 Caracterizacao biofisica: Dicroismo Circular

Os experimentos de Dicroismo Cicular foram também realizados no CTBE. Para
tais experimentos utilizou-se um espectropolarimetro JASCo J-815 (Jasco International
Co. Ltd) equipado com uma unidade Peltier de controle de temperatura, usando intervalo
de comprimento de onda entre 195-250 nm, em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de
caminho 6tico, e o espectro dos solventes foram subtraidos em todos os experimentos

para evitar efeitos de fundo.
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Os espectros de CD foram a média de 8 acumulacdes, usando uma velocidade de
escaneamento de 100 nmmin-1, largura de banda espectral de 1nm e tempo de resposta de
0.5 s. A concentragdo proteica foi de 0,18 mg/mL em tampao fosfato de sédio 20 mM pH
7,4, NaCl 50 mM e para estudar a interacdo entre o cobre e a proteina foi usado 500 uM

de CuClI2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio da Endo IV e clonagem da regifio codificadora

Apo6s sequenciamento no MegaBACE 1000 Flex (GE Healthcare), a sequéncia
resultante foi analisada por ferramentas de bioinformdtica disponiveis no NCBI, um
portal desenvolvido pela National Library of Medicine (NLM) e pelo National Institutes
of Health (NIH) que contempla vérias ferramentas de busca e possui dados textuais e
referéncias em varios assuntos da area da saude e ciéncias bioldgicas.

A andlise da ORF (Open Reading Frame) na sequéncia da Endo IV, utilizando a
ferramenta ORF Finder, demonstrou que ela contém 1047 pb, codificando uma proteina

de 348 aminoacidos com aproximadamente 38 kDa, como ¢ mostrado na figura 4.

TGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACA
AAAAAGTTGGATTTTTATTCCGTGCTATTTACAAACATGGCTCAAAAGCTTTCCAACCTC
CTTGCCACCGCACTAACGGTAGCCACTGGCGTTGTCGGACATGGACATGTCAACAACATT
ATCGTCAATGGGGTGTACTATCAGGGCTATGATCCGACATCATTTCCATACATGCCAAAC
CCGCCCATTGTGATAGGCTGGACGGCTGCGGATCTTGACAATGGTTTTGTTGCACCTGAC
GCATATCAAGGCCCCGATATCGTCTGCCACAAGAATGCTACCAATGCTAAGGGGCATGCA
TCTGTCAAGGCCGGAGATTCTATTCTACTCCAGTGGCTGCCGCTTCCGTGGCCACACCCA
GGCCCCATCGTCGACTACTTAGCTAACTGCAACGGCGATTGCGAGACTGTGGATAAGACG
ACGCTTGAATTCTTCAAGATTGATGGCGTTGGTCTCATCAGCGGGGCGGACCCGGGCAACL
TGGGCCCAGAACGTGCTCGTTACCAACAACAATACCTGGYTTGTGCAGATCCCCAAAGAT
CTACAGACGGGCAATTACGTGCTACGCCACGAGCTCATCGCCTTACACAGCTCTGGACAG
CCGGACGGCGCCCAGAACTACCCCCAGTGCTTCAACCTCGCCGTCACAGGCACTGGATCA
CTGCAGCCTACCGGCGTCCTAGCCACCGACCTTTACCACGAATCTGACCCTGGTATTCTC
GTCAACATCTACACCAGCTCTCTTGCCTATACCATGCCCGGTCCCAGTTTGGTAGCAGGC
CTCCCTTCAAGTGTTGCCCAGGGTAACTCCGCGGCAACGGCTACAAGCAGCGCCACCATT
CCTGGCGGTGGAGGTTCATCAAGCAGCAGAGCTTCATCTGCATCTGCTACGAAAACCTCG
TCGGGGGCTACATCCAGGCCCACCTCTTCCTCTATTCGCACAACGTCTGCACCCGCTGGC
GGCCCAACTCAGACTTTATACGGCCAGTGCGGTGGCAGTGGCTACTCTGGCCCGACTATC
TGCGCCTCGCCCGCCGTTTGCACTACCTTGAATCCCTACTATGCTCAGTGCGTTTCCAGA
TAGTCAAAATGGCCGGTACATCTACGAAGACCCACGGAACTTCCATTAAAGA

Figura 4. ORF da Endo IV. A ORF, representada em vermelho, contém 1047 pb,

codificando uma proteina de 348 aminoacidos, aproximadamente 38kDa (NCBI).

Por meio de uma comparacdo utilizando alinhamento por BLAST, no NCBI, a

Endo IV de Trichodema harzianum apresentou 79% de identidade com a enzima
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correspondente de Trichoderma reesei e com a da linhagem AS 3.3711 de Hypocrea rufa,
78% com a de Trichoderma saturnisporum, 75% com a da linhagem AS 3.3711 de
Trichoderma viride e 82% com a da linhagem EU7-22 de Hypocrea orientalis. A figura 5
mostra o alinhamento da Endo IV de Trichoderma harzianum com a Endo IV de

Trichoderma reesei realizado na ferramenta Clustal.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

EndoIVIr MIQKLSNLIVIALL GHINDIVINGVWY QRYDETTFEYESNEPTVVGERT AR
EndoIVIh MEQKLSNLIATALTVATGVVGHGHVEN I IVHGVY Y QGY DET SFEYMENEPIVI GRTARDL
BoORRERRKK RHK RN NNRR NN aNRNI KR KRRRIRRE  MRRRRrhhhhhhH

[= =y
-

EndoIVIr ONG LY ONPDI ICHEN? DTILFQW PGPIVDYLANCNG 120
EndoIVIh DNGFVAED! I';E:—:WIN'] KA THAKGHASVEAGDSILLOWLELPWPHEPGRIVDYLANCHG 120
RAEHE RHHAE KA K KRR E RN HRNH R R R R RRRRRRRR AR R R AR R RS

EndoIVIr DCETVDKITLEFFEIDGVELLSGEDEGIWASDVLI SNNNTWVVEIFONLAPGNYVLEHEL 180
EndoIVIh DCETVIKITLEFFEIDGVELI SGADEGNWAQNVLVINNNT W VI FKDLOTGNYVLEHEL 180
RERKKRRKKRRKKARE RN K RH HRH KK o hk o RRRRRRR. AR ok RRkRARkR.

EndeoIVIr ALHSAG G3G3LQPSGVLGIDLYHATDEGVLINIYTSPINYIT 240
EndoIVIh ALHSSGQE FNLAVIGIGSLQFTGVLATDLYHESDEGILVNIYTSSIAYTM 240
REHHH KK o RHHANEHRRH KK R RHRRK o RRE RRRRR o hRRohakRRRE & K .
EndeoIVIr GETSRITTTARTTQAS—--SRESSIEE 297
EndoIVIh KT33GATSRFT333I 300
. & Kkeke

EndeoIVIr ATTSAPRGGRTQTLYGRCGGSGYSGETRCAPFATCSTINEYYAQCIN- 344

EndoIVIh RITSAEAGEETQILYGRCGEIGYSGETICASEAVCTTINEYYAQCVIR 348

Hhkddkddddhddakdhd bk dhdeddd dk wdk Kokddkddddda

Figura 5. Alinhamento da Endo IV de Trichoderma harzianum com a Endo IV de
Trichoderma reesei (Clustal). Onde * representa combinagdes idénticas de aminoacidos;
: € . representam combinacdes semelhantes e — representa gaps.

A ORF de Endo IV foi entdo clonada no vetor pGAPZaA (Invitrogen). O vetor
pGAPZaA ¢ chamado de bifuncional (shuttle vector), pois é utilizado para transformar
tanto leveduras como bactérias. Possui o promotor do gene (GAP) que codifica a enzima
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) que € constitutivamente expressa em
niveis elevados em muitos organismos, incluindo Pichia pastoris, além de um fator-a de
secrecdo, sitios para varias enzimas de restricdo e marca seletiva para o antibidtico
zeocina, funcional em eucariotos e procariotos. Este vetor foi escolhido por apresentar

um método mais rapido de expressdo e por ser necessario somente um meio de cultura
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simples para sua indugdo, ndo sendo preciso a adi¢do de uma fonte indutora, como o
metanol, adicionado quando sdo utilizados os vetores pPIC. A amplificacdo da ORF foi
feita  através de  PCR, utilizando os  primers EGIV_Th pGAP Fw:
CCTTCGAAATGGCTCAAAAGCTTTCC e EGIV_Th pGAP_Rv:
CGTCTAGAAATCTGGAAACGCACTGAGC (Figura 6). O amplicon e o vetor
pGAPZoA foram restringidos com as enzimas BstBI e Xbal e foram ligados, originando

o plasmideo recombinante.

pb \Y/ S
6000 m—
3000+

Figura 6. Amplificacio da ORF da Endo IV. M- Marcador; 1- ORF amplificada,
apresentando 1047 pb.

A estratégia adotada para a construcdo do plasmideo foi bem sucedida e resultou
na constru¢ao de uma proteina recombinante cuja sequéncia codificadora de nucleotideos
¢ mostrada na figura 7 e a de aminoacidos na figura 8. Na construcdo, a sequéncia total da
Endo IV possui 1116 pb, contendo o peptideo sinal nativo da proteina e a cauda de poli-
histidina. A proteina a ser secretada possui 371 aminoacidos, massa molecular tedrica de

38572.9 Daltons e pl igual a 5.69.

ATGGCTCAAAAGCTTTCCAACCTCCTTGCCACCGCACTAACGGTAGCCACTGGCGTTGTC
GGACATGGACATGTCAACAACATTATCGTCAATGGGGTGTACTATCAGGGCTATGATCCG
ACATCATTTCCATACATGCCAAACCCGCCCATTGTGATAGGCTGGACGGCTGCGGATCTT
GACAATGGTTTTGTTGCACCTGACGCATATCAAGGCCCCGATATCGTCTGCCACAAGAAT
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GCTACCAATGCTAAGGGGCATGCATCTGTCAAGGCCGGAGATTCTATTCTACTCCAGTGG
CTGCCGCTTCCGTGGCCACACCCAGGCCCCATCGTCGACTACTTAGCTAACTGCAACGGC
GATTGCGAGACTGTGGATAAGACGACGCTTGAATTCTTCAAGATTGATGGCGTTGGTCTC
ATCAGCGGGGCGGACCCGGGCAACTGGGCCCAGAACGTGCTCGTTACCAACAACAATACC
TGGgTTGTGCAGATCCCCAAAGATCTACAGACGGGCAATTACGTGCTACGCCACGAGCTC
ATCGCCTTACACAGCTCTGGACAGCCGGACGGCGCCCAGAACTACCCCCAGTGCTTCAAC
CTCGCCGTCACAGGCACTGGATCACTGCAGCCTACCGGCGTCCTAGCCACCGACCTTTAC
CACGAATCTGACCCTGGTATTCTCGTCAACATCTACACCAGCTCTCTTGCCTATACCATG
CCCGGTCCCAGTTTGGTAGCAGGCCTCCCTTCAAGTGTTGCCCAGGGTAACTCCGCGGCA
ACGGCTACAAGCAGCGCCACCATTCCTGGCGGTGGAGGTTCATCAAGCAGCAGAGCTTCA
TCTGCATCTGCTACGAAAACCTCGTCGGGGGCTACATCCAGGCCCACCTCTTCCTCTATT
CGCACAACGTCTGCACCCGCTGGCGGCCCAACTCAGACTTTATACGGCCAGTGCGGTGGL
AGTGGCTACTCTGGCCCGACTATCTGCGCCTCGCCCGCCGTTTGCACTACCTTGAATCCC
TACTATGCTCAGTGCGTTTCCAGATTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG

AATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA
Figura 7. Sequéncia nucléica da Endo IV. A regido referente a Endo IV encontra-se em

vermelho.

MAQKLSNLLATALTVATGVVGHGHVNNITIVNGVYYQGYDPTSFPYMPNPPIVIGWTAADL
DNGFVAPDAYQGPDIVCHKNATNAKGHASVKAGDSILLOWLPLPWPHPGPIVDYLANCNG
DCETVDKTTLEFFKIDGVGLISGADPGNWAQNVLVTNNNTWVVQIPKDLOTGNYVLRHEL
IATLHSSGOPDGAQONYPOCEFNLAVTGTGSLOQPTGVLATDLYHESDPGILVNIYTSSLAYTM
PGPSLVAGLPSSVAQGNSAATATSSATIPGGGGSSSSRASSASATKTSSGATSRPTSSST
RTTSAPAGGPTQTLYGQOCGGSGYSGPTICASPAVCTTLNPYYAQCVSRFLEQKLISEEDL
NSAVDHHHHHH

Figura 8. Sequéncia de aminoacidos da Endo IV. A cauda de histidinas encontra-se em

vermelho.

4.2 Expressao e purificacio da Endo IV recombinante

Para expressar a Endo IV recombinante foi utilizado o sistema de expressao
heter6loga da levedura Pichia pastoris. Esta levedura tem sido amplamente utilizada na
producdo de proteinas de interesse académico e biotecnoldgico por possuir as vantagens

da expressdo em procariotos e em eucariotos, sendo que ¢ de facil manipulagdo, produz e
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secreta altos niveis da proteina desejada e faz as modificacdes necessarias no polipeptidio
nascente, como glicosilagao, formagdo de pontes dissulfeto e processamento proteolitico
(CREGG et al., 1993; CEREGHINO & CREGG, 2000).

O plasmideo recombinante foi utilizado para transformacdo em E. coli e em P.
pastoris seguindo-se o manual “pGAPZ A, B, and C pGAPZa A, B, and C Pichia
expression vectors for constitutive expression and purification of recombinant proteins” —
Invitrogen.

Primeiramente, o plasmideo recombinante foi transformado em células
quimiocompetentes de Escherichia coli DH5a. Os transformantes foram cultivados em
placas com meio LB Low Salt contendo o antibiotico zeocina (25ug/ml) e os clones

positivos foram identificados por PCR de colonia (Figura 9).

pb M 1 2 3 4 5 6 7

6000 =
3000 =

1000 =

Figura 9. PCR de colonia dos transformantes em E. coli com pGAPZoA. M-

Marcador; 1-7- Clones positivos.

Em seguida, os clones positivos foram linearizados com a enzima BspHI e
transformados por eletroporagao em células competentes de Pichia pastoris da linhagem
KM71H. Para selecionar os recombinantes, foram utilizadas placas com meio YPD agar
contendo o antibidtico zeocina (25ug/ml) e realizado um screening dos clones positivos.
O screening foi realizado em placa 24-well (24 pogos) contendo meio YEPD, glicose e
tampao fosfato K pH 6.0. Apds incubagdo dos recombinantes a 30°C por 96 h sob
agitacdo constante de 250 rpm, os sobrenadantes dos clones foram analisados em SDS-

PAGE 12% (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Os resultados sdo mostrados na figura 10.
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Figura 10. Screening dos clones positivos transformados em P. pastoris.
Recombinantes incubados a 30°C por 96 h sob agitacdo constante de 250 rpm e andlise
dos sobrenadantes. M- Marcador; 1-9- Clones positivos. Todos os clones apresentaram

bom nivel de expressdo da proteina recombinante.

A analise mostrou que a transformacao em P. pastoris foi bem sucedida e que todos
os clones positivos apresentaram basicamente o mesmo nivel de expressdo da proteina
recombinante. Sendo assim, a colonia 2 foi escolhida para realizacdo da expressdo e
purificacdo da Endo IV recombinante.

O clone pGAPZaA+EndolV escolhido para a expressdo foi induzido nas mesmas
condi¢des do screening, porém desta vez em uma quantidade de 100 mL. A cada 24 h,
durante 96 horas, foi retirada uma amostra da cultura em crescimento, que foi
centrifugada e o sobrenadante utilizado para andlise em SDS-PAGE 12%. O clone

mostrou quantidade suficiente de expressdao em 72 h, como mostra a figura 12.
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Figura 11. SDS-PAGE do sobrenadante das horas de inducio da Endo IV
recombinante. A seta vermelha indica o tempo ideal para indu¢do da Endo IV. M-
Marcador; 1-Nao induzido; 2- Induzido 24h; 3- Induzido 48h; 4- Induzido 72h; 5-
Induzido 96h.

A figura 11 mostra bandas de expressdo da Endo IV recombinante com massa
molecular em torno de 70 kDa, o que ndo era esperado, pois sua massa seria
aproximadamente 38kDa. A explicacdo ¢ que podem ter ocorrido glicosilagdes nos sitios
de O-glicosilagdo na sequéncia da proteina. A figura 12 apresenta uma predi¢ao de tais
sitios realizada na ferramenta NetOGlyc, que revela que sequéncia possui varios sitios

para O-glicosilacdo. Nenhum teste foi realizado para comprovar tal hipdtese.
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Figura 12. Analise da sequéncia da Endo IV recombinante no programa NetOGlyc.
O programa disponivel online realiza uma andalise da sequéncia da proteina e prediz os
sitios para O-glicosilagdo. Todos os pontos acima do limiar (vermelho) sdo provaveis

sitios.

Apos o tempo ideal para a indugdo ser determinado, a colonia escolhida foi
induzida em 200 mL de meio YPD tamponado (pH 6.0), nas mesmas condi¢des
anteriores, durante 72h.

Decorrido o tempo de inducdo, o processo de purificagdo da enzima recombinante
foi realizado por cromatografia de afinidade, utilizando-se uma coluna de resina de
niquel. A figura 13 mostra as fra¢cdes com diferentes concentragdes de imidazol utilizadas
para a elui¢do da proteina recombinante. Como nota-se, a maior parte da proteina foi
eluida quando utilizadas as concentragdes de 75 ¢ 100 mM de imidazol e o rendimento

total da enzima recombinante purificada foi de 2 mg/L.
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Figura 13. SDS-PAGE da purificacio da Endo IV com diferentes concentragdes de
imidazol. As setas vermelhas indicam as fracdes em que houve maior quantidade de
proteina eluida. M- Marcador; 1- Eluato; 2- Lavagem; 3,4- 10mM; 5,6- 25mM; 7,8-
50mM; 9,10- 75mM; 11,12- 100mM; 13,14,15- 250mM. A maior parte da proteina foi

eluida quando utilizadas as concentra¢des de 75 e 100 mM de imidazol.

4.3 Analise da atividade hidrolitica da Endo IV recombinante.

Com a proteina purificada foram realizados testes qualitativos de atividade, a fim
de verificar inicialmente se a proteina recombinante era capaz de degradar o substrato.
Primeiramente foi realizado um zimograma, com a adicdo de 1% de CMC em SDS-
PAGE 12%. Para a analise, foram utilizados o sobrenadante do cultivo de Endo IV, a
enzima purificada e a enzima Endo Il de Trichoderma harzianum, que apresenta
degradacgdo positiva nesse tipo de zimograma (GENEROSO et. al. 2012), como controle
positivo. Nem o sobrenadante de Endo IV, nem a enzima purificada degradaram o
substrato no zimograma.

Em seguida, foi realizado o teste com placas de CMC (agar, CMC e H20). A placa
de Petri foi dividida em quatro e aplicados o sobrenadante do cultivo de Endo IV, a
enzima purificada, a enzima Endo III, como controle positivo, ¢ o sobrenadante do
cultivo de P. pastoris KM71H, como controle negativo. A enzima Endo IV purificada
ndo apresentou sinal de degradacdo do substrato, ja o sobrenadante da cultura apresentou
um pequeno sinal, porém o controle negativo também o apresentou, sugerindo que a
degradagdo possa ser devido a algum constituinte da linhagem KM71H de P. pastoris
(Figura 14)
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Figura 14. Teste qualitativo de atividade da Endo IV em placa de CMC. Endo III-

controle positivo; Linhagem KM71H de P. pastoris- controle negativo.

A andlise da atividade hidrolitica utilizando DNS consiste na quantificagdo dos
acucares redutores formados, ou seja, os acucares resultantes da acdo da enzima
(MILLER, 1959). O teste foi realizado, inicialmente, incubando-se os substratos CMC,
papel de filtro, p6 de serra, Avicel e bagaco de cana-de-agicar a uma temperatura de
37°C por 10 minutos e, apos a EndolV recombinante ser adicionada, o tempo de reacao
foi de 15 minutos, € entdo o DNS foi adicionado e leu-se a absorbancia. Como nao houve
formacgao de agticares redutores, o tempo de reagdo foi aumentado para 1 hora e 4 horas,
nao apresentando também nenhum agucar redutor.

Em estudos realizados para expressar e caracterizar a Endo IV de Trichoderma
reesei, Karlsson et. al. (2001) utilizaram em seus testes de atividade enzimdtica a
temperatura de 40°C, obtendo 6timos resultados. Huang et. al. (2012) caracterizaram a
Endo IV de Trichoderma viride e descobriram em testes de atividade CMCase que a
temperatura ideal para a reacdo ¢ de 55°C. Com base nesses estudos, a temperatura de
reagdo para os testes com a Endo IV recombinante foi aumentada, sendo a atividade
testada as temperaturas de 40, 45, 50, 55 e 60°C. Porém em nenhuma das temperaturas,
testadas por 15 minutos, 1 hora e 4 horas foi observada a formagao de agucares redutores.

Tendo em vista que varios autores relatam que a atividade endoglucanase das
Cel61A ¢ bem menor do que em outras endoglucanases e, em alguns casos, pode ser até

nula (KARLSSON et. al. 2001; LIU et al. 2006), ¢ que de acordo com informagdes
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contidas no CAZy, essas enzimas tém a capacidade de aumentar a quebra de
lignocelulose quando utilizada em conjunto com uma outra celulase ou uma mistura de
celulases, foram realizados testes para avaliar a capacidade da endo IV de suplementar a
atividade do coquetel Acellerase 1500 (Genencor) na hidrolise de biomassa.

A capacidade da enzima endoglucanase 1V de Trichoderma harzianum foi avaliada
na hidrélise da biomassa da cana-de-agucar. Adotou-se como estratégia a suplementagao
do coquetel comercial accellerase 1500, pois esse coquetel ¢ rico em celulases e a
suplementagdo com xilanases em outro trabalho apresentou resultados positivos (SONG
et al., 2012). A Figura 16 traz os dados de acucares redutores liberados a partir dos
polissacarideos de bagago tratado com acido fosforico (BASC). Como controle utilizou-
se uma endoglucanase de Bacillus subtilis (cel5A) e uma [-glicosidase, ambas
adicionadas ao coquetel Accelerase para comparacdo com a Endo IV na mesma condigao.
A quantidade de aglcares redutores proveniente da hidrdlise com Ac+EndolV ndo
mostrou aumento significativo, quando comparada com Ac+Cel5A e Ac+p-glicosidase.

Ja € descrito na literatura que a enzima em estudo ¢ uma oxi-redutase pertencente a
familia GH61, portanto ¢ necessario um doador de elétrons. Na presenca de 250mM de
CuCl*" foi obtido um aumento de 39% na hidrolise do bagaco em relagdo ao

experimento apenas com Ac+EndolV (Figura 15).

Glicose eq. pmol/mL

Figura 15. Actcares redutores liberados a partir dos polissacarideos de bagaco
tratado com acido fosforico (BASC). Reagao de hidrolise com duragdo de 24h a 50°C.
Ac: coquetel acellerase, Act+Cel5A: coquetel acellerase + endoglucanase de Bacillus

subtilis, Ac+EndolV: coquetel acellerase + Endoglucanase IV de Trichoderma
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harzianum, Ac+EndoIV+CU*': coquetel acellerase + Endoglucanase IV de Trichoderma
harzianum + cobre, Ac+f-glicosidase: coquetel acellerase + B-glicosidase. A quantidade
de agucares redutores proveniente da hidrdlise com Ac+EndolV ndo mostrou aumento
significativo, quando comparada com Ac+Cel5A e Ac+ B-glicosidase. Na presenga de

cobre foi obtido um aumento de 39% na hidrolise do bagaco.

Apesar do aumento na hidrolise do bagaco de cana na presenca de cobre junto a
Endo IV, foi-se questionado se tal aumento ndo se deu apenas por causa do cobre
adicionado a reagdo, o que influenciaria enzimas ja presentes no coquetel. Um novo
experimento foi entdo realizado para testar tal hipotese, no qual adicionou-se somente
cobre ao coquetel. Os resultados mostraram que o cobre sozinho melhora a performance
do coquetel.

Tal evento pode ser explicado pelo fato de talvez o coquetel Acellerase ja conter
expansinas, as quais foram influenciadas pelo cobre. O aumento da hidrolise seria entdo
devido ao aumento de atividade de enzimas ja presentes no coquetel. Por outro lado,
poder-se-ia questionar a razdo de ndo ter aumentado a atividade com a inclusdo de Endo
IV, ou seja, mais uma provavel expansiva. A explicacdo seria que o coquetel ja ¢
otimizado, ou seja, ja conter as quantidades ideais de enzimas necessarias para exercer
sua funcdo. Sendo assim, ndo adianta adicionar mais enzimas com capacidade de
suplementagdo da atividade hidrolitica que ndo terdo efeito no coquetel. Assim, ndo ¢
excluida a possibilidade de que a Endo IV tenha atividade. No entanto, teria que ser

testada em um coquetel sem expansinas, ou com enzimas isoladas.

4.4 Analise do Dicroismo Circular

O resultado do espectro de CD da Endo IV (GH61) a 20°C, apresenta dois
minimos, um a 220 nm e outro a 209 nm, ¢ um méaximo a 195 nm (Figura 17). O minimo
a 220 nm ¢ relacionado com a presenga de estruturas a-helice. O minimo de 209 nm
apresentou a contribuicdo de pelo menos trés valores minimos, um a 208 nm
caracteristico de a-helice, outro a 210 nm, caracteristico de B-estrutura ¢ o ultimo a 200
nm caracteristico de espiral aleatoria. O maximo a 195 nm ¢ explicado pela contribuig¢ao
B-estrutura. Todos estes dados em conjunto indicam que a estrutura secundaria da Endo

IV ¢é composta por a-helice e B-estruturas.
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Para estudar o efeito do cobre quando ligado a proteina, também foi realizado
experimento dicroismo circular. O espectro de GH61 com cobre mostra caracteristicas
semelhantes quando comparado com o espectro de GH61 sem cobre, indicando, assim,
que a composi¢do da estrutura secundéria da enzima ndo ¢ significativamente alterada
pela ligacdo de cobre (Tabelas 1 e 2). No entanto, algumas diferencas espectrais puderam
ser detectadas, por exemplo, a variagdo entre as intensidades das curvas, observada na

figura 16, o que ¢ devido ao rearranjo estrutural da enzima pela presenca de cobre.

1 —— GH#61
6 ——GH61 +Cu"”

[0] (103deg.cm2.dmol-1)
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I N I N I N I N I N
200 210 220 230 240 250
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Figura 16. Espectro de dicroismo circular (CD) realizado com Endo IV pura (GH61)
e Endo IV + cobre (GH61+Cu®).

Tabela 1. Deconvolucio realizada no programa Dichroweb-K2d web-interface com

a Endo IV e Endo IV + Cu*'.

a-hélice B-estrutura Espiral aleatoria

Endo IV 0.25 0.15 0.59

Endo IV + Cu** 0.26 0.16 0.59
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

A Endo IV de Trichoderma harzianum possui grande similaridade em sua
sequéncia com as mesmas enzimas de outros organismos, principalmente

Thichoderma reesei;

O uso do sistema de expressdo heterologa em Pichia pastoris se mostrou

eficiente, gerando grande quantidade de Endo IV recombinante apos purificagao;

Testes de atividade ndo indicaram a atividade hidrolitica da Endo IV

recombinante;

Os resultados do CD indicam que a estrutura secundaria da Endo IV ¢ composta

por a-helice e B-estruturas e estd corretamente enovelada;

A composicao da estrutura secundaria da enzima ndo ¢ significativamente alterada

pela ligagao de cobre.

A adicdo da Endo IV recombinante a um coquetel de enzimas hidroliticas nao

aumentou a capacidade deste de hidrolisar bagaco de cana de agucar.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar da bem sucedida producdo recombinante da Endo IV de Trichoderma
harzianum, nao foi possivel realizar sua caracterizagdo, pois nos inimeros testes de
atividade enzimatica realizados, sua fun¢ao ndo pode ser constatada.

A questdo a ser levantada é: A Endo IV de Trichoderma harzianum nao tem
mesmo efeito? De acordo com o teste realizado com o coquetel Acellerase 1500
(Genencor) sua capacidade de suplementagdo de atividade ndo foi vista, porém isso pode
ter ocorrido por causa de uma provavel otimizacdo do coquetel. Pretende-se agora
realizar testes em coquetéis sem expansinas € com enzimas isoladas, a fim de verificar se

a Endo IV possui efeito sobre elas.
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