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RESUMO

REIS, C. V. dosProducédo heter6loga, caracterizagdo biofisica e estural de xilose
isomerases com potencial para aplicacdo na fermem@o industrial de pentoses2017.
135 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituté&idéca de Sdo Carlos, Universidade de Séo
Paulo, Sao Carlos, 2017.

Fazemos parte de um cenario mundial em que o esgota das fontes de energias fosseis
atrelado a poluicdo gerada por esse uso, preocwgadiferentes setores do comeércio, da
industria, do governo e das instituicdes em defiesmeio ambiente. Nesse sentido, a busca
por novas fontes energéticas renovaveis tem dirigiersas pesquisas, além de drenar
bilhdes de dolares em investimentos. Uma das litleapesquisa mais importantes € a da
producdo do etanol de segunda geracdo (2G), unolgbaoduzido a partir dos residuos
gerados na producdo do etanol de primeira geragéocaso do Brasil, esses residuos
compreendem principalmente a palha e o bagacordedm=acucar; essa biomassa € formada
majoritariamente por celulose (~45%), hemicelulpsz5%) e lignina (~20), e sua hidrolise
envolve pré-tratamentos adequados e uso de enzjpmsgem especificamente em seus
alvos. Dessa forma, a produtividade de etanoleatsm sem necessariamente ampliar areas
de cultivo. Essa vertente é muito promissora, paréroustos ainda sao relativamente altos e
a aplicabilidade depende bastante de adaptacOesetdo industrial e aprimoramentos na
producdo em si (atividade especifica das enzimasecao sinérgica). O objetivo principal
deste projeto é reconhecer e mapear as bases macdscque comandam a atividade da
enzima xilose isomerase (XI), que converte xilggegenca majoritaria na hemicelulose) em
xilulose, possibilitando a utilizacdo desta faccharomyces cerevisiga que a xilose néo é
fermentescive))para obtencdo do etanol de segunda geracdo cadatprfinal. Para isso,

foi realizada uma busca extensiva de genes desdiw@nicrorganismos, que codifiquem para
XI, e que essas ainda ndo possuam estruturas idesolpublicadas. A maioria das ORFs
(Open Reading Framelo inglés), ou regides codificadoras, foram afigalilas, clonadas em
vetores especificos e transformadas em bactésaserichia colRosetta (DE3). Parte dessas
cepas transformadas resultaram na producdo da Kitelesse. Com isso, foi possivel obter
cristais e iniciar a resolucdo de estruturas dogtaficas. Esses resultados foram cruzados e
correlacionados com os de atividade enzimaticagticen quimica e estabilidade térmica,
fornecendo boa perspectiva para o entendimentbates moleculares que regem a atividade

xilose isomerasica.



Palavras-chave: Xilose isomerase. Etanol de segugetacdo. Cristalografia. Xilose.
Pentoses.



ABSTRACT

REIS, C. V. dosHeterologous production, structural and biophysicalcharacterization of
xylose isomerases aiming potential applications ipentoses fermentation2017. 135 p.
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fide&&o Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Séo Carlos, 2017.

We are part of a world scenario in which the deptetf fossil energy sources linked to the
pollution generated by this use, concern the differsectors of commerce, industry,
government and institutions in defense of the emvirent. In this regard, the search for new
renewable energy sources has headed many resedrebieles generating billions of dollars
in investments. One of the most important resednods is the production of second
generation ethanol (2G), an ethanol produced floenwaste generated in the production of
the first generation one. In the case of Braziésthresidues mainly include sugar cane straw
and bagasse. This biomass is mostly composed lofassd (~ 45%), hemicellulose (~ 25%)
and lignin (~ 20), and its hydrolysis involves adatg pre-treatments and the use of enzymes
that specifically act on their targets. In this wathanol productivity increases without
necessarily expanding growing areas. This aspeegeng promising, but the costs are still
relatively high and the applicability badly depermtsadaptations of the industrial sector and
improvements in the production itself (specificiaty of the enzymes and their synergistic
action with others). The main goal of this projecto recognize and map the molecular bases
that control the activity of the enzyme xylose isvase (XI), which converts xylose (the
mostly present carbohydrate in hemicellulose) intglulose, allowing its use by
Saccharomyces cerevisiggince xylose is not fermentable), to obtain theosid generation
ethanol as final product. To reach this, an extenssearch of genes of several
microorganisms, that code for XI, and still do r@ve solved high resolution structures
published are carried out. Most ORFs (Open ReaBnagnes) were amplified, cloned into
specific vectors and transformed irfscherichia coliRosetta (DE3) bacteria. Some of these
transformed strains leaded to the production obXihterest. Furthermore, it was possible to
obtain protein crystals and to start trying to sobrystallographic structures. These results
were cross - checked and correlated with thosenpyreatic activity, chemical kinetics and
thermal stability, providing a good perspective fmderstanding the molecular bases which

govern isomerase activity.

Keywords: Xylose isomerase. Second-generation et@ngstallography. Xylose. Pentoses.
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% . Os retangulos vermelhos destacam as bandagotieina de interesse, que no caso,
encontram-se na fracdo sollvel. Na imagem, “LADDER#ica marcadores de massa
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Figura 30 - Analise filogenética baseada em alinhamento seipledas 24 Xls produzidas de forma
solivel. A partir da proximidade de cada XI, elasafm divididas em 6 grupos: A, B, C, D, E,
B P e ——— ettt Lt b et e E e e e R bt e e e e bt e e e eRbe e e e bbe e e e anbeeeanraeeenans 78

Figura 31 - Expresséo e purificacdo. SDS-PAGE das purificag@essXls dos grupos A, B e F. Em (1)
encontra-se 0 marcador de massa molecular: Fasferib de musculo de rato (97 kDa);
albumina soro bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 klajidrase carbbnica bovina (30 kDa),
inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e lisozi(hd,4 kDa). Em (2) ha a fragao soluvel apés
lise bacteriana. (3) representa a banda da projina e clivada, ap0s toda a etapa de
0T8T T= o= Lo JA PSPPSR 79.

Figura 32 - Expresséo e purificacdo. SDS-PAGE das purificagassXls do grupo C. Em (1) encontra-se
o0 marcador de massa molecular: Fosforilase b deutaisle rato (97 kDa); albumina soro
bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrasebéaica bovina (30 kDa), inibidor de
tripsina de soja (20,1 kDa) e lisozima (14,4 kD& (2) ha a fracdo sollvel apos lise
bacteriana. (3) representa a banda da proteinaptineada, apds toda a etapa de purificacda..80

Figura 33 - Expressao e purificacdo. SDS-PAGE das purificaddssXls do grupo D. Em (1) encontra-se
o0 marcador de massa molecular: Fosforilase b deutaisle rato (97 kDa); albumina soro
bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidraseb@aica bovina (30 kDa), inibidor de
tripsina de soja (20,1 kDa) e lisozima (14,4 kDajn (2) ha a fracdo solavel apés lise
bacteriana. (3) representa a banda da proteinaeminzada, apds toda a etapa de purificagéa..81

Figura 34 - Expresséo e purificacdo. SDS-PAGE das purificadassXls do grupo E. Em (1) encontra-se
o marcador de massa molecular: Fosforilase b deutnisle rato (97 kDa); albumina soro
bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidraseb@aica bovina (30 kDa), inibidor de
tripsina de soja (20,1 kDa) e lisozima (14,4 kDajn (2) ha a fracdo solavel apés lise
bacteriana. (3) representa a banda da proteinaeminzada, apds toda a etapa de purificacéa..82

Figura 35 - Curva-padrdo do teste da cisteina-carbazol. Aactelaciona absorbancia a 540 nm com a
concentrancao de D-xilulose purificagdo. O grafmideito no pragrama Origin 9 (OriginLab)
e foi utilizado umFit Linear para reconhecer que o comportamento dos poni@jsisa a uma

Figura 36 - Atividade enzimatica da xilose isomerase F7, pedste ao grupo A deste projeto.................... 84

Figura 37 - Atividade enzimatica das xilose isomerases C9,EB% e E7, pertencentes ao grupo B deste
1 (01 [ 1 PSSR 85

Figura 38 - Atividade enzimatica das xilose isomerases Al,HB,E9, D2 e G5, pertencentes ao grupo C
Lo {2 (N o] (0 1=] (o U T T TP TRPOTPPPRRY 86.

Figura 39 - Atividade enzimatica das xilose isomerases C7,H5lg F5, pertencentes ao grupo D deste
1011 [ 1RSSR 87

Figura 40 - Atividade enzimatica das xilose isomerases C1,A5],C4 e D9, pertencentes ao grupo E
Lo {2 (N o] (0 1=] (o TR U PP TRPTPRPPRY 88.

Figura 41 - Velocidade de reacdo pela concentracdo de D-xilmsde ao comportamento dos pontos foi
adicionada a curva de Michaelis-Menten. Tanto eryy ¢(ética para D7, quanto em (B),
cinética de G5, o ajuste a funcdo de Michaelis-Elenpermitiu obter seus parametros
cataliticos (\hax € Kn), sendo eles (0,58 + 0,0@nol/min/mg e (16 + 3) mM e (0,087 + 0,008)
pmol/min/mg e (8 £ 1) MM, reSPECHVAMENTE. ..ceeeeeceeieeieeeeee i e e e e e e e e e ennenes 89

Figura 42 - Thermofluordas Xls do grupo B, no caso, B9, E7 e C9. Graffedies no programa Origin 9
(OriginLab) de valores de,Jem fuNGaO0 dO PH. .....uuiiiiiiiiiiiiiiiie e 2.9

Figura 43 - Thermofluordas Xls do grupo B, no caso, B9, E7 e C9. Gréaffedss no programa Origin 9
(OriginLab) de valores deJem funGao dO PH. ......viiiiiiiiiiiiiececce e 3.9

Figura 44 - Thermofluordas Xls do grupo C, no caso, D3, Al, E9 e G5. iGraffeitos no programa
Origin 9 (OriginLab) de valores dg,em funcao do pPH. ..., 94



Figura 45 - Thermofluordas Xls do grupo D, no caso, C7, F5 e H5. Gréffedss no programa Origin 9

(OriginLab) de valores deJem fUNCAO0 O PH. .....euviiiiiiiiiiiiiiiiecee e e e e e e e 59
Figura 46 - Thermofluordas Xls do grupo E, no caso, C1 e D9 e E1. Grafieibos no programa Origin 9

(OriginLab) de valores de,Jem fUNGEO0 dO PH. ......uuiiiiiiiiiiiiiie e 69
Figura 47 - Cristais obtidos dos testes de cristalizacdo daspMras dos grupos B, C e E. Esses cristais

foram obtidos pelo método de gota sentada em rap@ybee. ........cccccvvvvviiiiiiiiieie e 98
Figura 48 - Cristais obtidos dos testes de cristalizacdo dagpMitas dos grupos D e A......ceeveeiiiiieeeeeeinnn, 99

Figura 49 - Padrdo de difragéo dos conjuntos de dados de akydas XIs pertencentes aos grupos B, D e
E. As imagens foram obtidas N0 programa ADXV .. .oooi oot e e e e e e e e e e 100

Figura 50 - Padréo de difracdo dos conjuntos de dados de alydas XlIs pertencentes ao grupo C. As
imagens foram obtidas N0 Programa ADXV. ... eeiieiiaa ot eee e e e e e e 101

Figura 51 - Estruturas resolvidas das XlIs C1, C4, D2, D7, I8,&1 e G5. As estruturas estéo refinadas,
com excecgdo da C4, G1 e D3, que apenas tiveranefinamento inicial. As imagens foram
obtidas N0 Programa PYMOL ... e e e e e e e e e e e e as 104

Figura 52 - Superficies dos mondmeros das Xls resolvidas goacdo de raios-X em monocristal. A
diferenca mais evidente pode ser vista no domirier@inal das moléculas....................ccceeer. 105

Figura 53 - Superficie do tetramero da XI DWohesia denitrificans rotacionado verticalmente e
horizontalmente. As quatro cadeias monoméricaseg@ir@sentadas por A (laranja), B (verde),
C (AZUI) € D (IMAGENTA). ..eeeeieiiiiieee e ettt ettt e e e e e e e e e e s e e b b et st b e e e eeeaaaaaaaaaaaaaaaas 106

Figura 54 - Disposicdo dos mondmeros de XI na formacdo dartetro ABCD. A sendo laranja, B verde,
C azul e D magenta. Neste caso, esta sendo mosttatidmero da D7...........cccvvvvvveevrieveeenen. 107

Figura 55 - Dimeros mais provaveis para XlIs. Neste caso, &8 sendo mostrada na figura. Esses
dimeros sdo mais conhecidos e consequentementeadom@elas figuras que parecem.
Borboletaé formado por A/Cdiagonal é formado por A/D &9 ou Yin Yangé formado por
A/B. As pequenas regides em vermelho mostradagsmondem as superficies dos residuos
cataliticos. Os dimeros laterais sdo nada mai®sjgémeros centrais rotacionados de 90°......109

Figura 56 - Sitio ativo da C1 (xilose isomerase Hecherichia fergusonii Lado esquerdo - detalhes da
regido do sitio ativo, com destaque para os resique fazem coordenacéo com metal, os dois
residuos cataliticos Asp-104 e His-101, uma mo#del etilenoglicol e 2 &tomos de magnésio
(M1 e M2). M1 possui uma geometria de coordenagdaédrica e M2, tetraédrica. Lado
direito - vista externa da regido de acesso paitimativo da molécula. Imagens geradas no
programa Pymol (DeLano ScCientific LLC) ..ot 113

Figura 57 - Sitio ativo da D2 (xilose isomerase Saccharophagus degradgntado esquerdo - detalhes
da regido do sitio ativo, com destaque para osluesique fazem coordenagdo com metal,
residuos cataliticos Asp 110 e His 107 e 2 atoreawagnésio (M1 e M2). Lado direito - vista
externa da regido de acesso para o sitio ativo @lécola. Ambos os magnésios tém uma
geometria de coordenacéo tetraédrica com residudmiddo catalitico. Imagens geradas no
programa Pymol (DeLano Scientific LLC). ..o 114

Figura 58 - Sitio ativo da D7 (xilose isomerase dienesia denitrifican)s Lado esquerdo - detalhes da
regido do sitio ativo, com destaque para os residue fazem coordenagdo com metal,
residuos cataliticos Asp 54 e His 51 e 2 atomawnaignésio. Os atomos de magnésio tanto em
M1 quanto em M2 apresentam coordenacdo octaédiago as interacdes de hidrogénio
cada um com mais seis atomos mais proximos. Laedali vista externa da regido de acesso
para o sitio ativo da enzima. Imagens geradasogragama Pymol (DeLano Scientific LLC). ......... 115

Figura 59 - Sitio ativo da F5 (xilose isomerase Be@minococcus champanellensitado esquerdo -
detalhes da regido do sitio ativo, com destaque paresiduos que fazem coordenacao com
metal, residuos cataliticos Asp-103 e His-100 thés de magnésio (M1 e M2). A geometria
molecular de coordenagdo de M1 é octaédrica, adrilpor moléculas de agua estruturais, e



M2 apresenta também geometria octaédrica em susdamgdo, também auxiliada por
moléculas de agua. Lado direito - vista externaetpdo de entrada para o sitio ativo da
molécula. Imagens geradas no programa Pymol (DeBaremntific LLC). ..........cccovveeeviiiviieennnns 116

Figura 60 - Sitio ativo da G5 (xilose isomerase [Flavobacterium johnsonidelLado esquerdo - detalhes
da regido do sitio ativo, com destaque para osluesique fazem coordenagdo com metal,
residuos cataliticos Asp-109 e His-106 e dois asodeocobalto. Neste caso, o cobalto em M1
possui uma geometria de coordenacgdo octaédricasegundo, em M2, ele também possui
geometria de coordenacgdo octaédrica. Lado direifsta externa da regido de acesso para o
sitio ativo da molécula. Imagens geradas no progiaymol (DeLano Scientific LLC).............. 117

Figura 61 - Sobreposicdo das estruturas resolvidas (verd€ldéd2, D7, F5 e G5 aos seus respectivos
modelos gerados por homologia no servidor Swissélddiano). Imagens geradas no
programa Pymol (DeLano Scientific LLC). ....coccociiiiii e e e e s e eee e 119

Figura 62 - A esquerda, encontram-se sobrepostas no programml Rsobreposicdo previamente
realizada no programa Superpd9eas 5 estruturas resolvidas (C1, D2, D7, F5 e @5).
direito, é destacada a regido do sitio ativo das dbstrando os dois residuos cataliticos (His-

1 e Asp-1) e os residuos que comumente fazem alemagdo com cation de ion metalico
(Asp-2, Asp-3, Asp-4, Asp-5, His-2, Glu-1 e Glu-Zs 5 estruturas estdo representadas em
diferentes cores — verde (D7), ciano (D2), lard@a), vermelho (F5) e rosa (C1). Imagens
geradas no programa grafico Pymol (DeLano SCI@Ntifi.............ccccvvereeiiiiiiiiiesiiiiieee s 121



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Parametros bioquimicos tedricos das Xls estudaeste projeto. As Xls ja estéo divididas em
grupos, de acordo com identidade sequencial, paiitdr possiveis comparacoes.............cceeee. 62

Tabela 2 -Valores de parametros e constantes catalitigas M, keat© kafKm. S80 apresentadas também
as condicdes em que foram realizados 0s experimépitbe Temperatura) .............cceeeeeees . 90

Tabela 3 -Parémetros e estatisticas das coleta e processentrg conjuntos de dados cristalograficos
das proteinas H2, C4, C9, C1, G5, D3, D2, C7, BAE.....cccoiicciiiiiiieieeeee ettt e e e 102

Tabela 4 -Parametros de refinamento e validacdo das estsutuistalograficas de G5, D7, C1, F5 e D2,
obtidos no programBhenixX® e MoIProbity™8.................ooiiee e 104

Tabela 5 -InteragBes que ocorrem na interface entre dois mends na formagdo dos possiveis dimeros
biolégicos das Xls, neste caso, essas interacGEpem a D7 € A G5 ......cccvvvvvvvvveveevveeeeeeenee, 110

Tabela 6 -Volume da cavidade de entrada para o sitio atagoXl, de apenas um monémero, com raio de
procura configurado para 2 A. Essa cavidade atoidmlsdo catalitico, representado pelos
residuos cataliticos e 0s de coordenagéo de meetaah XI..........cocovviiiviiiieiiiiiiees o eveveeee 112

Tabela 7- Desvio da raiz média quadratica (RMSD, do ingléspt mean square deviatipndo
deslocamento dos atomos das estruturas cristalcggasobrepostas no espaco. Resultado
0btido COM 0 ProgramBUPEIPOSE™Y ... ..ottt ettt n e 120






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABF: Tampao Acetato Borato Fosfato

ANP: Agéncia Norte de Producao

Asp: Residuo de acido aspartico

ATP: Adenosina trifosfato

bep: Barril equivalente de petrdleo

BRENDA: BRaunschweig ENzyme DAtabase

CASTp: Atlas Computacional da Topografia Superficial detéinas (do inglés€Computed
Atlas of Surface Topography of protéins

Conab: Companhia Nacional de Abastecimento

CTBE: Laborat6rio Nacional de Ciéncia e Tecnologia doeBiool
DNA: Acido Desoxirribonucléico

dNTP: Desoxinucleotideo Trifosfato

DSMZ: Colecdo alemd@ de microrganismos e culturas cekllgdo alemaoDeutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultgren

dTTP: Desoxiribonucleotideo Trifosfato

EDO: Etilenoglicol (do inglés, 1,2thanedio)
FFV: Veiculosflex (do inglés flexible-fuel vehicle
gDNA: DNA gendmico

Gl: Glicose isomerase

GNS: Gas Natural Sintético

HFCS: Xarope de Milho Rico em Frutose (do inglBiggh Fructose Corn Syryp
His: residuo de histidina

HIS-TAG: Cauda de histidinas

IPTG: Isopropiltiof3-D-galactopironosidio

JCM: Japan Collection of Microorganism

LB: Lysogenic Broth



LIC: Clonagem independente de Ligase (do indlé&gmse Independent Clonihg
LNLS: Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron

MO: Microrganismo

MR: Substituicdo Molecular (do inglésiolecular replacement)

MtCO ,: Mega tonelada de gas carbonico

Mtep: Mega tonelada de equivalente de petroleo

NAD(P)": Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidado

NAD(P)H: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido

NAD": Dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidado

NADH: Dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido

OECD: Organizacdo para Cooperacdo Econbmica e Desenwitom (do inglés,
Organisation for Economic Co-operation and Develepin

OIE: Oferta Interna de Energia

OIEE: Oferta Interna de Energia Elétrica

ORF: Open Reading Frame

PCR: Reacao em Cadeia da Polimerase (do in§lésmerase Chain Reactipn
PDB: Protein Data Bank

PEG: Polietilenoglicol

PIB: Produto Interno Bruto

PISA: Proteinas, Interfaces, Estruturas e Conjuntos (uglés, Proteins, Interfaces,
Structures and Assembljes

PMSF: Fluoreto de fenilmetilsulfuril (do ingléphenylmethylsulfonyl fluoride
RMSD: Desvio da Raiz Quadratica Média (do inglRept Mean Square Deviatipn

SDS-PAGE: Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilarfddainglésSodium Dodecyl
Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophor@sis

T4: Tiroxina
tCO,: Tonelada de gas carbdnico

tep: Tonelada de equivalente de petréleo



TEV: Virus do Tabaco (do inglé$pbacco etch virys

TIM: Triose-fosfato Isomerase

TRIS: Hidroximetil metil aminometano (do inglé&ydroxymethyl)aminomethane
TWh: Tera (169 Watt hora

Uniprot: Universial Protein Research

XDH: Xilitol desidrogenase

XI: Xilose Isomerase

XK: Xiluloquinase

XR: xilose redutase






11
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.2
13
1.4
1.5
1.5.1
1.5.2
1.6
1.6.1
1.6.2
1.7
1.8
1.8.1
1.8.2
1.8.3
1.8.3.1
1.8.3.2
1.8.3.3
1834
1.8.3.5

3.1
3.2
3.21
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.2.6
33
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
34
3.5

SUMARIO

INTRODUGAD ....ouuriiiiiiiiiininnntiitiiinnienetieeesssisanssesssssssssssnstsesssssssssssstessssssssssssssssssssssssssnsssssssssssns 27

BlomAssA

Hemicelulose
(0= 7] Lo X -2
LIGIUIIQ <.ttt bttt bttt bttt bttt bt nn bt nnnnnnnnenenen
PAREDE CELULAR ...tvteutteeuteseteesateessteesaseessseassesessaesensesenseesnseeassesssseasssesssssensesensesansesssnsessnsessnsessssessssesssneanes
ENERGIA DA BIOMASSA ..c.uvtteueeeruteeeteesiteesuseesuesesssesseessstesseessseesaseessseesssessssesasessnseesasessnsesessseessseesnsessssesnns
ENERGIA NO BRASIL 1uvveeutteeteeeteeeiteesteesaeassteessaeasseseeseesssesanseessseasssaassseesssesnsesensessnsessensesssessssessnsesssennes
ETANOL c1eiutttette ettt et ste e st e sttt e sat e ettt e bt e e bt e e bt e sabe e sab e e s abeesateebeeebtesab e e eabeeeeabeeeabeesa b e e sabeenabeenaaeebaeebeenate
Etanol de primeira geragdo (1G)
Etanol de segunda geragdo (2G)
BIORREFINARIA ...ttt eutteeuteeeteessseesseessseessseases e asseessesanseesssesanseessseessssensssensessnsessnssessnsessnsessnsesssseessseesnennse

PrE-TIULAMENTO ...ttt ettt ettt et s bt e s e e st e e sate e s ate e sate e bt e eseesabessasaenaseesasaensses
L2l [ Y- TSP
VIAS DE TRATAMENTO DA XILOSE E PROBLEMATICA BIOQUIMICA
XILOSE ISOMERASE (X1) 1. uutieeieiteeeeiteeeeeeite e eeett e e ettt e e e eetteeeeataeeeeteeeeetaeeeeasaeaeebseeeeasbeseeeessaeeasseeeansseeeanseeas
ESEIUBUIG ..ottt ettt et et e e e e e e e e et e e e e et eeesesssnnneeeeenennnnes
1Y [=Tole Te TR g g Lo e L= =T Lol (o ISP PR

1Y [lolgo Yol g Lo T Y K (=2 L 4 1o =3 ¢ £ S
Yol YT Tl oY= TR {1 =0 Yo oL T PSSR 50
SaCChArOPhABUS HEEIATANS ....cc.uiiiiiiieciee ettt ettt e e e st e e e e ab e e e sabeee e e ataeesbbeeeeabeaeasbaeessseeesabaeesnssaeanssesens

Jonesia denitrificans.......c...........
Ruminococcus champanellensis

Flavobhacterium JONNSONIAE .....ioiciiiiiiiiie ettt e e e e e bt e e e sabbeeeeabaeesstaeeesbeeessbaeesssaeaaans
OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA ...cuueeriiiiiiiiinnneeeiiisssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssss 55
MATERIAIS E IMIETODOS ......cueiuiiereeeeniesrisseesesssssessessesssessessesssessessessessesssessessessssssessessssssessessessssssans 57
SELEGAO DE ALVOS ..uvteeuteeeuteesureesuseessseesueesssesesssessseseessessaseesnseesasesssseesssessssesnsesenseesnsessesseesnsesssseessseessseessees 57
LIC (LIGASE INDEPENDENT CLONING) +.uuvteeeeiutieeeereeeeeteeeeaseeeeeasseeesasnsseeeaasseeeassseseaassseesassesesassesesassseesssssenann 57
PreparaQho A0S VELOIES ........ccevueeeieesieesieeeeieesitesite ettt et st e st e s e e sateesate e s sateessteesseesabesssaesaseesseenanees
Preparagdo dos insertos ....

YN e Lo T=Te [ T USSPt
Transformag@o €M E. COli DHIOD ............ooeeeeeeeeeeieeeeeeieeeee e eete e esee e e et e et aaaesisaaaesssaaesssaaeaseeen 59
Testes de expressGo em high tRrOUGRAPUL .................eeeeeeeeeeeeeeeee et e ettt e e e e e et e e e e e e ssiassens 59
Express@o e purificACA0 de XIS SOIUVEIS ........cc.uveeeeeeeieeeieeeeeieeeeeeesee e sttt e e et et aesaaaesvaaeesssaaennnes 60
ATIVIDADE ENZIMATICA .. vttt ettt estteeestteesssteessteeeesssteteessasaeessabaeessssseesanssaessasseessasseeesssnsaesssseesssssesesnseees 63
Teste de atividade ENZIMGATICA .........cceevueerueiesiieee ettt ettt ettt et st e st e s beesteesseenasees 63
Quantificagdo pelo método colorimétrico cisteina-carbazol-sulfurico .............ccccvvvueeeeeeeecevivvevenaaeann, 64
(61010 [ T T [+ [ XS 65
Cinética enzimdtica das XlIs de Flavobacterium johnsoniae (G5) e Jonesia denitrificans (D7).............. 66
ESTABILIDADE TERMICA (THERMOFLUORY) ...eeuveeeuteeeueesiteesueesseeesutessseessseesssaesseesabaesaseesssessssesnsessnseesasessnseesans 66
CRISTALOGRAFIA . ...t teteeeeeietteee e e e ettt et e e e s eu et e eeeeeeeeesaanbeeeeeeeaaaaasbeeeeeeaeaunbeeeeeeeeeaansannsbeaeeeesaannnbeeeeeeeeaannneen 68



3.5.1
3.5.2
3.5.3

4.1

4.2

4.3

4.4
4.4.1
4.4.2
4.5

4.6

4.7
4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.7.4
4.7.4.1
4.7.4.2
4.7.43
4.7.4.3.1
4.7.4.3.2
4.7.4.3.3
4.7.4.3.4
4.7.4.3.5
4.7.5

Ko Tl XN o (ol g kY 0 [ 7{o Tol Lo ISP 68

Coleta de dados de difragdo de raiox-X em monocristal de proteing .............ccccueecveveeecvveeeeecveaesnennn. 70
Obtenc¢do das fases e refinamento das estruturas cristalografiCcas..........ccouumueevvveeeeeeeecviiirieeeeeeaenns 70
RESULTADOS E DISCUSSOES .......ccovvveruerrererrersersessessesessessessssssssssessessssssssssessessessssessensessesssssssessssssses 73
AMPLIFICAGAD DOS GENES ..vuuuueeeererrruuuieseeersrerssunaeeeessssssssneeesssssssnaeseessssssssmeeeeesssssssnmeseesssssaeeessssssssnsnnsees 73
TESTE DE EXPRESSAD...eeutteuteeuteeuteeseesteesuseesuseesseees suseessseesseessessnseessseesusessssessssesnsessnsnsesssessnseesnsesssseesses 76
PRODUGAO E PURIFICAGCAO DE XIS SOLUVEIS ... eieieieieieieieiicasssssssssssssssssseeeeessessssssssssssssnsssssssnssnssssssssnsnnnns 78
ATIVIDADE ENZIMATICA

(@014 o I o Te Lo | £ Lo RSO UPUPPPNE
Atividade enzimatica €m fUNEGO O PH .........eeeeeeeeeeeeeieeeeee ettt es e e s s teeestae e essseaesraeaaas
CINETICA ENZIMATICA ...ttt eeiiteeeetteeestteeestteeestteeesteeteessabteeesasteeesassaeesasbeeessbaeesssaeesanbebaeessbaeesnnsaeesanseeenn
ESTABILIDADE TERMICA (THERMOFLUOR)...c..veesuteenteesiieeseeasuteesssessseesnseesasaesseesabessnseessseesssesssesesssesssessnsaesnnns
CRISTALOGRAFIA ....tttteeteiietteee e e e ettt ee e e e e abat et e e e eeeaeauabeteeeeeaaaaasbeeeeeesaaasabteeeeeesaasseebabeeeeeeeaaanbebeeeeeeananseeeeas

Testes de cristalizagdo ...
Coleta e processamento de dados de difragdo de raios-X
Obtencgdo das fases e refinamento das estruturas cristalograficas............ccceeevvveecvveeesieeeeesivraennnn 103
(0] 1o Lo 114 74 [olo o T
TEEIAMEIO ettt ettt bt e st e e h e bt eae et e sb e e aeeeb e e a s e b e s ae e bt ea e ea e e b e ea s e b e ehe e bt ehe et e sbeeneeebeent e b e nate sabenbeennens

110 YT e TN 1o o Y=ol T PSSR
STEIO CAAIIICO. v ettt bbb st b e et

C1 — Xilose isomerase de Escherichia fergusonii ...........

D2 — Xilose isomerase de Saccharophagus degradans.............cuecueecueesceesieeseesiesieeseseeseeseessseesseessseesseessseenns

D7 — Xilose isomerase de JONesSia denitriCans ...........c.ccovevcviriiiiiiiniiiiiiicicie et

F5 — Xilose isomerase de Ruminococcus champanellensis ...
G5 — Xilose isomerase de FIavobacterium JORNSONIGE .............ccccuieecuiiiiirieeeiieeeciee et eecite et eaae e s satae s saeeas
119/ [oTo =1 [0 T I=daa I oYe gl 1o 1 Yo oo o B US

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS .....ceveueueeerersesesesesssssssssesesessssssssssessssssssssssessssssssssesssssssssssssesssssns 123

REFERENCIAS........cucueurueuruennnesssetstssststsssastssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessseses 127




27

1 INTRODUCAO

1.1 Biomassa

A biomassa é considerada como todo recurso renbadvindo da matéria organica,
podendo ser de origem vegetal ou animal, e que m@mie vem sendo alvo principal na
producdo de energia. E de fato, a utilizacdo danaéasgsa € uma forma indireta de
aproveitamento da luz solar, ja que a energia $oilarilizada para a formacéo das ligacdes
quimicas durante o processo de fotossintese. Eaaédas fontes para producdo de energia
com maior potencial de crescimento nos proximos.aNo mercado mundial, ela ja € vista
como uma das principais alternativas para a difieasBo da matriz energética e
consequentemente um caminho para reducéo da deyendés combustiveis fosseis.

A biomassa lignocelulésica é formada principalregmbr celulose, hemicelulose e
lignina, nas razdes de 38% a 48%, 20% a 25% e 2P8#@ respectivament& A celulose é
formada por um homopolimero linear de alto pescemaér, de moléculas de glicose unidas
por ligacbesp-1,4 glicosidicas. Nos vegetais, a molécula delestu é organizada em
microfibrilas, onde as varias moléculas de celulpsealelas estdo ligadas entre si por
ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waalsericelulose é um heteropolissacarideo
ramificado, de baixo peso molecular, composto podades de monossacarideos contendo
tanto cinco quanto seis carbonos. Ja a ligninar@dda pela polimerizacdo dos alcoois
organicos cumarilico, coniferilico e sinapilico, ae proporcdo desses diferentes alcoois

representa diferentes tipos de lignina.

1.1.1 Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolissacarideo ramificatk baixo peso molecular,
composto por unidades de monossacarideos contantbodinco quanto seis carbonos. Seus
principais constituintes sao: D-xilose, L-arabinoBeglucose, D-galactose, D-manose e D-
acido glicurénico, sendo a xilose o principal e srabundant&® Esses aclcares estéo ligados

entre si principalmente por ligacdes glicosidifak4, em uma estrutura polimérica central,
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de onde partem ramificacdes laterais mais curegutkos compostos, como exemplificado

pela figura a seguir.

a-D-galactose

B-(1->4) ‘ [3-D-glicose ‘ HO

| a-D-xilopiranose

Figura 1 - Estrutura do xiloglicano, principal componentepdeedes celulares primarias de plantas terrestres
(exceto gramineas). A cadeia principal é formadanpoléculas de glicose (azul) interligadas por
ligacdo glicosidica-1,4. As ramificagcbes envolvem moléculas de xilggermelho), fucose
(marrom) e galactose (preto). Algumas das ligac@éisosidicas das ramificacdes estdo
discriminadas por retangulos cinzas.

Fonte: Adaptada de CHAPLIN

As hemiceluloses compreendem xiloglicanos (Figuraatabinoxilanos (Figura 2),
xilanos, mananos e glicomananos, mas sua presentga@oono material depende de cada tipo
de planta. Por exemplo, entre gramineas, arabarmsl sdo mais comuns. Ja xiloglicanos séo
muito comuns em paredes celulares primarias darmmadas plantas terrestres (exceto

gramineas), em que sua proporcéo chega a seriglaatelulose.
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D-xilopiranose

L-arabinofuranose

Figura 2 - Unidade repetitiva do arabinoxilano, hemicelulos&is abundante tanto na parede primaria quanto
secundaria principalmente de gramineas. A cadéiipal € formada por moléculas de xilose
interligadas por ligagGes glicosidic@sl,4. As ramificagfes sao formadas por substitsigies
carbonos 2 e/ou 3 da cadeia principal, com moléalgsarabinose.

Fonte: Adaptada de CHAPLIN

A hemicelulose é uma parte de biomassa que évaataginte facil de despolimerizar e
solubilizar no processo de pré-tratamento acidenpemhado ou ndo da acdo enzimatica de
xilanased > 8 pois se organizam em um arranjo fibroso totalmemorfo. A hemicelulose
ajuda a estabilizar a parede celular através deaigies de hidrogénio com a celulose,
formadas na etapa anterior a lignificacdo. Alénsalila ainda se apresenta ligada por
ligacOes covalentes a lignina, ou seja, a ligacdie demicelulose e lignina sdo mais fortes e
consistentes que hemicelulose com celulose. A maéote das hemiceluloses pode ser

extraida por solu¢des aquosas de hidréxido de sddidroxido de potéssio.

1.1.2 Celulose

A celulose € um homopolissacarideo ndo ramificadostituido unicamente por
moléculas de celulose interligados por ligacbesalemiesp-1,4. Duas moléculas de glicose
se condensam através da ligacdo glicosidica formmanth celobiose (dissacarideo). E pela

configuracdo especial alternada dessas ligacaesdade repetitiva da celulose é a celobiose.
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Ligagao
glicosidica
H OH
H
OH H
H
o OH

CH,OH

~4000

Figura 3 - Celobiose, unidade formadora do polimero de cstuldCelobiose é formada pela reacdo de
condensagédo diias moléculas de glicose por uma ligagdo glicosfiL, 4.

Fonte: Adaptada de THAKUR et l.

A estrutura da cellulose apresenta regides cnstalfordenadas) e amorfas (orientacao
randomizada), como mostrado na Figura 4. Essafe®galtamente ordenadas séao
estabilizadas por interacdes de hidrogénio intartramoleculares. Essas interacdes que se
formam entre longas cadeias de cellulose déo origemmicrofibrilas insolUveis. As
diferencas entre as microfibrilas estdo no grawimknacdo, comprimento e largura. As
microfibrilas podem ser tdo longas que acabam pudsuanto regides cristalinas quanto

regides amorfas em sua extensao.
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Celulose
cristalina Y
Celulose
amorfa

Figura 4 - Estrutura da celulose com destaque para regi@tslicras e amorfas

Fonte: Adaptada de BORJESSHN

1.1.3 Lignina

7

A lignina é um heteropolimero amorfo formada petdinperizacdo dos alcoois
organicos cumarilico, coniferilico e sinapilico, ae proporcdo desses diferentes alcoois
representa diferentes tipos de lignina. A funcamgardial dela € promover certa protecdo a
planta, envolvendo as moléculas de celulose e ledmose, a fim de aumentar a dificuldade
no acesso de microrganismos, que representa urfiodeagroducédo de biocombustiveis, ja
gue o uso da biomassa como substrato requer aagdebrcomponentes de sua fibra e acesso
das enzimas a sua estrutura intéfnllo processo de fabricacdo de papel, na maioria dos
casos é importante a retirada completa de lignanandssa bruta (por processos quimicos e
mecanicos), pois pequenas quantidades de lignipapel causam amarelamento deste com o
tempo, por oxidacdo no ar. Para a retirada danigmda fibra, € importante que sua
solubilidade na solucédo de lavagem seja aumeng®ta/mente isso € conseguido com a

hidrélise das ligacdes éter e adicao de gruposfilidos a sua estrutura.
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Figura 5 - A esquerda, deposicéo de alguns constituintes ma@aecundaria, contendo ligninas (complexo de
compostos fendlicos ligados entre si, a direitag@resentado por triangulo bege na imagem da
esquerda) interconectadas a polissacarideos atdav@entes diferdlicas (azul claro). Em muitas
células essa jungdo é suficiente para impedir ireodade do crescimento da célula

Fonte: Adaptada de BUCKERIDGE

1.2 Parede celular

A parede celular € uma estrutura externa a memlplasaatica e caracteristica das
células vegetais, formada por um arranjo complexpalissacarideos e proteinas, secretados
pela célula. S&o varias as fun¢bes primordiaisadpasede, tais como: dar forma e rigidez a
célula, garantir o fortalecimento mesmo em situagie expansao osmotica, proteger contra
diversos microrganismos, além de promover uma moidade entre as ceélulas para
transferéncia de substancias.

O constituinte mais presente é a celulose, qusiédraente € um polimero de glicose,
e gue estdo associadas através de estruturas a@smmamiofibrilas, imersos em uma matriz
nao celulésica formada por polissacarideos chamaeligas e hemicelulose.

Num primeiro momento, a parede celular péde serdid&@ em duas camadas:
primaria e secundaria. Seguindo um modelo desaaniiia parede celular, a parede celular
priméria € composta por trés dominios independegmestinas, celulose-hemicelulose e
proteinas; esses trés coexistem independentenoenseja, sem ligacdes quimicas covalentes
(apenas interacdes de hidrogénio). Ela possui umtante de aproximadamente 65% de
agua. Sua sintese ocorre ainda durante a tel@@seas microfibrilas sendo formadas na face
exoplasmica da membrana plasmatica; além disspecas e hemiceluloses sdo formadas

no Complexo de Golgi e transportadas através deulas, para a membrana. Dependendo do
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tecido vegetal, essas paredes podem apresentsssesy® diferentes, a fim de manter
interconexdes e comunicagéo entre as células aginh
A parede secundaria, em contraste a primariasept@ uma baixa quantidade de

agua e alta quantidade de lignina (conferindo cienj@germeabilidade a célula), segundo

polimero mais abundante entre os vegetais. As fildlas sdo mais organizadas nessas
paredes, entretanto, estas ndo existem em todasdudas. A formacdo da parede secundaria
ocorre apos o encerramento do crescimento cekuéie a membrane plasmatica e a parede
primaria, e ela pode conter trés camadas distiBthgmais externa), S2 (intermediaria) e S3

(mais interna).

A lamela média é uma camada existente entre alagékxterna a parede primaria,
gue permite a interconexao entre essas células.

Membrana plasmatica

Parede secundaria S3 | Parede A
Membrana | secundaria
plasmatica
Parede secundaria S2 ) l
I | 1
Parede secundaria S1
Parede primaria > -
R Y
Q"'..&q Rosette
Lamela média \\."""ﬁ (#)
= L= 'ﬁ?ﬂ Lignina
O Celulose
B S
icelulose
Proteina
Lamela | S
média _{ 8 | Pectina O Lamela média
1= Parede primaria
Parede

primaria

Parede
secundaria

Microfibrila
de celulose

Hemicelulose

Figura 6 - Esquema de um corte transversal de uma célulaaleg@lestaque para camadas circunscritas ao
citoplasma celular, contendo de fora para dentneela média, parede celular primaria, paredes
celulares secundérias S1, S2 e S3, e membranagtieanO retangulo verde destaca a regido A

(engloba parede celular secundaria) e o retangedmeiho destaca a regido B (engloba a parede
celular priméria).

Fonte: Adaptada de DEN&
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1.3 Energia da biomassa

Hoje em dia existem duas rotas principais de cadedo material lignocelulésico em
biocombustiveis: rota bioquimica e rota termoquémic

Rota bioquimica é aquela que necessita de um gaytento do material, seguido de
hidrolise e fermentacdo; e nesses processos oocormvolvimento de enzimas. A rota
bioquimica ainda apresenta muitos desafios tecimal®g porém ja vem sendo feita e
aprimorada.

A rota termoquimica envolve a transformacéo da besa por meio da gaseificacdo e
pirdlise. Pode-se falar também da combustdo e ougstdo, porém essas duas ja sdo a
gueima propriamente dita, com excesso de oxigémione baixa eficiéncia energética — em
torno de 20 a 25%

Na pir6lise, o material € posto sob altas tempesatoa auséncia de oxigénio, isso faz
com gue ocorra sua decomposicao, e 0 que restaes@) mistura de gases e carvao vegetal.
J& a gaseificacdo da biomassa consiste na suars@overa gas combustivel, possibilitando
sua utilizacdo em equipamentos como turbinas aegémtores alternativos de combustdo
interna. Esses processos, seguidos de sintesiicatall da fermentacdo, tornam possivel a
obtencéo de hidrocarbonetos, alcoois, hidrogénmmnga e GNS (Gas Natural Sintético).

Sistemas energéticos baseados em biomassa tend&m raaior viabilidade no
mercado se a biomassa residual existe a baixo (mta-de-acucar, residuos industrais de
papel e celulose). Além disso, outro aspecto inapdet na viabilizacdo dos futuros sistemas
energéticos que utilizam biomassa € a integracacades processos e a geracdo de varios
produtos, com diferentes funcionalidades e apliesicé o conceito de biorrefinaria aparece

para imperar a médio e longo prazo.

1.4 Energia no Brasil

O consumo de energia é um dos principais indicadate desenvolvimento
econdmico e da qualidade de vida de uma sociediagierd 7), e no ano de 2015, a demanda

de energia no Brasil recuou mais expressivamerdediB.
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1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
= \/ariacdo do PIB m— \fariagio do consumo de energia
Figura 7 - Variagao do PIB e variacdo do consumo de energia es anos de 1998 e 2007.

Fonte: IPEAM

A oferta interna de energia (OIE) em 2015 ficou 298,2 milhdes de tep (toneladas
equivalentes de petréleo), ou Mtep, mostrando gatrade 2,1% em relacdo a 2014, e
equivalente a 2,2% da energia mundial.

A expressiva queda da OIE, coerente com o recut 8% na economia, teve como
principais indutores as taxas negativas de 3,0%pneumo industrial de energia, e de 2,6%,
no consumo de energia em transportes. Os usosnefigéticos, com baixa de 4,9%, também
contribuiram, embora com menor consumo relativo.

Em 2015, a Oferta Interna de Energia Elétrica (Qlftdu em 615,9 TWh, montante
1,3% inferior ao de 2014 (624,3 TWh) — crescimeadeéd,1% em 2014. Por fonte, merecem
destaque os aumentos de 77,1% na oferta por edica,1% por lixivia e outras bioenergias,
e de 5,8% por bagaco de cana. As ofertas por @il fe gas natural recuaram 19,0% e
2,0%, respectivamente.

Nao-Renovaveis Total Renovaveis
176,0 Mtep 299,2 Miep (2.2% do Mundo) 123,3 Miep (6,3% do Mundo)

Gas
Industrial
1,0

Etanol e Edlica
Bagago
41,1
Lenhae
Carvao -

Vegetal
19,9

10,0

Renovaveis: Mundo (14,2%) e OCDE (9,4%)

Figura 8 - Oferta interna de energia no Brasil (2015). Supi@anda proporcdo dos renovaveis na matriz
energética brasileira. Mtep significa mega toneldel@quivalente de petréleo.

Fonte: BANDEIRA®
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Em 2015, as fontes renovaveis chegaram a 75,5%urtieipacdo na matriz de OIEE,
indicador 0,9% superior ao verificado em 2014 (Fagi).

Nao-renovaveis Total Renovaveis
151,0 TWh 615,9 TWh (2,5% do mundo) 464,9 TWHh (8,0% do mundo)

Oleo;
17,0

Bagaco;
7.3

Outras
Renovav
eis; 3,2

Gas
Industrial

-_Edlica;
4,7

Solar;
12,6 0,0127

Renovaveis: Mundo (24,1%) e OECD (23,1%)

Figura 9 - Oferta interna de energia elétrica (2015). OEQesenta os paises mais ricos do mundo

Fonte: BANDEIRA®

Além disso, a expressiva participacdo da energigahlica e 0 uso representativo da
biomassa na matriz energética brasileira propoatiomdicadores de emissdes de,@®m
menores do que a média mundial e dos paises dégeogo(OCDE). Em 2015, em termos
de tCQ/tep de energia consumida, o indicador do Brasduiem 1,56, enquanto que nos
paises da OCDE ficou em 2,25, e no mundo, em EBb62013, os indicadores foram de
1,54, 2,27 e 2,38, respectivamente.

Em 2013, a China e os Estados Unidos, com uma &omndss 14143 milhdes MtGO
responderam por 43,9% das emissfes mundiais, dakzacam 32190 Mt. Em 2010, a
participacdo foi menor, de 41,8% (Resenha Enemd@iasileira referente ao ano de 2015,
Ministério de Minas e Energia, 2016)

1.5 Etanol

O etanol desempenha um papel importante na econbragleira, pois pode ser
utilizado como combustivel nos veiculbex-fuel (hidratado), misturado com a gasolina, com
vista a baratear o combustivel, aumentar sua aggrata reduzir a emissao de poluentes
(anidro), além da utilizag&o na fabricagéo de sinarnizes, solventes etc. Na safra deste ano,
a estimativa € de aumento na producdo de anidesapdo de 11,2 bilhées de litros para
11,49 bilhdes de litros. O aumento de 25 para 2@%nistura de etanol anidro na gasolina

também é um dos responsaveis por este aumento. di&sm, o etanol hidratado devera ter
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reducdo na sua producdo pois uma parcela maiorodgem sera destinada a producéo de
acucar; ocorreu também a estagnacdo na sua denpamdegnseguinte, o etanol anidro se
tornou mais vantajoso devido os precos mais bakastimativa de 16,38 bilhdes de litros €
14,9% inferior a safra passada. Segundo a Agénmite de Producédo (ANP), o consumo de
gasolina subiu 2,1% (2336689 barris equivalentpatsdleo - bep) no primeiro semestre de
2016 em relacao a 2015, enquanto o consumo del ¢heai@tado) caiu 14% (4301067 bep).
(Conab, Agosto de 2016)

Conforme o estudo, feito em conjunto com o Labomt®acional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol (CTBE), hoje o custo dedpig@o do litro de etanol de primeira
geracdo (1G) esta proximo de R$ 1,10, enquanto segenda geracdo, em R$ 1,50, sendo
que 30% do custo deste vem das enzimas utilizAdaspectativa, no entanto, € de que esses
valores figuem entre R$ 0,90 e R$ 0,70 e entre ,R$ & R$ 0,50, respectivamente, a longo
prazo (2020). Basicamente, essa reducdo vira dpripr@esenvolvimento tecnolégico e
biotecnolégico pelo qual esse setor experim&hta.

Para questdes quimicas e funcionais, o etanolineipa geracdo e o de segunda sao

exatamente equivalentes; sendo a Unica diferengadadde sua producéo.

1.5.1 Etanol de primeira geracéo (1G)

O Brasil € o segundo maior produtor de etanol doduwdepois dos EUA, pois possui
25% de participacdo no mercado global. Diferente HOA que dependem do milho para
alavancar sua producdo, o Brasil produz etanolrér g cana-de-acucar. O etanol € uma
fonte de combustivel brasileira cuja origem remanfarincipios do século 20, mas que sO
ganhou forca em 1973, com a crise do petroleo egdtou na criacdo do Programa Nacional
do Alcool, o PROALCOOL. O programa acelerou o iiwaento publico e privado na
producao do bioetanol, tornando-se a peca cerdrsétbr de energia brasileiro.

Em 2003 houve a introdugcdo dos veiculos flex (FIR®) Brasil, que podem ser
abastecidos tanto com gasolina quanto com etadchthdo, e se tornaram rapidamente o
padrédo da frota de carros brasileira. Ja em 20 ¢eiculos flex (FFV) respondiam por 88%
das vendas de veiculos leves e consolidavam alided® de um mercado de etanol
doméstico. Os beneficios ambientais do etanol éag&e aos demais tipos de combustivel
permitiram ao Brasil tornar-se lider do espaco dmlwstiveis alternativos. Entretanto, a
indUstria brasileira do etanol teve que passarnteogente por desafios: um deles esteve

ligado a queda brusca do preco do petroleo em 2o & descoberta de novas reservas
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petroliferas na camada do pré-sal em 2007, no Ridatheiro. Isso fez com que o etanol
perdesse um pouco de for¢ca no pais e o processanesie etanol de primeira geracédo esta
comecando a dar sinais de cansaco. No periodoi82f114, foram construidas apenas trés
novas usinas de etanol, ante 30 entre 2008 e ZD0Ondimento da producédo convencional

estagnou em 6000 litros por hectire.

1.5.2 Etanol de segunda geracgéo (2G)

Entdo ganha destaque a producéo de etanol de segemdcdo (2G), que ainda
depende de melhorias no processo tecnolégico enoeagdes no que diz respeito a
transformacdo da matéria-prima. Desde 2011, enwprdsasileiras tém investido
consideravelmente na tecnologia do etanol 2G. Aldisso, se formos considerar
investimentos bem-sucedidos, atrelados as vantagktivas de custos aqui no Brasil e vasta
guantidade de terras araveis, o papel do Brasih@@ado global podera mudar para melhor
Nnos proximos anos.

Como ja foi mencionado, a principal diferenca eonselois tipos de etanol esta apenas
na producdo. Para se produzir etanol 1G, os ag@ledréndos das lavouras tanto de cana-de-
acucar, quanto de milho e beterraba, tém de seediios em etanol. J& com o etanol 2G, a
matéria-prima ndo € definida e Unica — ela englaina enorme variedade de biomassas.
Entretanto, ndo € qualquer insumo que fornece wentabilidade maior e isso deve ser
estudado. De um modo geral, o etanol 2G tem maimpatibilidade com o meio ambiente
comparado ao etanol 1G, pois sua planta de prodyg@bmente € melhor e seus indices de
conversao e rendimentos sdo mais elevados, aléuatdidade maior da captura de carbono
da atmosferd’

Desconsiderando a producdo mais econdmica e magativel como meio ambiente,
do etanol 2G, a coleta de matéria-prima € maislssnpodendo haver associa¢cdes e acordos
entre as empresas de biotecnologia e agricultdsss. permite, por exemplo, que haja
recolhimento de palha da cana apds o periodo theital Porém isso limitaria as instalacdes
para a producdo de etanol 2G as proximidades dopas para diminuicdo de custos de
transporte; apenas uma questado de logistica eatfraura.

O que entdo deve-se considerar com maior peso sagaohos em eficiéncia
resultantes da utilizacdo do material excedent&m a@le que a mesma area plantada pode

resultar em até 50% a mais de etanol.



39

De maneira geral, a producdo de etanol 2G aind@€rfais cara que a producao de
1G, visto que se utilizam muitas enzimas para aadiegdo dos aglcares presentes na palha e
bagaco. Embora o preco das enzimas tenha caidom@8%itimos quatro anos, essa parcela €
a de maior custo na producéo. Porém, deve-se ternviséo além do presente, considerando
planejamentos e projecdes, e estudos dizem queter2@aior potencial de gerar lucros que
o etanol 1G; além disso, enzimas, que hoje ematiem ser utilizadas uma Unica vez, estéao
sendo otimizadas para emprego em varios ciclosroddupdo, sem necessidade de troca.
Essas transformacfes estdo causando diminuicdeoego final do produto, aumentando a
competitividade, fator extremamente importante er@acenergética global de quedas de precgo
de derivados do petrél€6.

A parte enzimética dentro do processo de produgicetdnol 2G tem grandes
influéncias no preco final do produto, ndo apereds peu custo, mas sim, pelo seu resultado
no rendimento final da producéo. Por exemplo, coutilzacdo da palha, bagaco e outros
residuos da cana, conseguiu-se um aumento na sanvenzimatica de 55%, e isso resultou
em 25% de aumento no rendimento da producdo dmrinestivel® Somando a isso um
pool de enzimas reutilizaveis, pode-se dizer que haweentemente uma significativa

reducao no custo marginal de producao do etans¢genda geracéo.

1.6 Biorrefinaria

O conceito de biorrefinaria é analogo ao das refisade petréleo, que produzem
combustiveis e também derivados do petréleo. Elamé unidade industrial que faz a
integracdo de processos e equipamentos para arsaavde biomassa na producdo de
biocombustiveis, eletricidade, calor, insumos qod®i e derivados refinados ou néo,
maximizando beneficios e lucros. Ela também eg&dé & agregacdo de valor aos materais
intermediarios (ou residuos) na rota de producdairdedeterminado produto, reduzindo
custos finais.

De forma mais pratica, podemos dizer que o aprawhto energético total da cana-
de-agucar, desconsiderando o etanol e o agUcaoshte forma convencional, estd dentro do
conceito geral de biorrefinaria. Conceito este poee ser resumido da seguinte maneifa: “
biorrefinaria € composta por facilidades e ins@scprodutivas que geram e utilizam matéria

prima de origem vegetal e renovavel, operando deddotalmente integrada, e que através
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de processos fisicos-quimicos, enzimaticos ou gicdé transformam estas matérias em sub-
produtos que atendam as necessidades do consurtemponaneo, de forma sustentavel e
com o minimo de impacto ambiental®.

Quando analisamos de forma mais abrangente esseittorvemos que uma das
principais e fundamentais matérias-primas em Hioaga € a energia solar, através da qual
toda a biomassa € gerada. Além disso, como regusituma producdo adequada, temos a
insercdo de tecnologia de ponta atrelada as caewlicbmaticas de forma racional; de
antemao a logistica deve ser flexivel e protegias ascilacbes de precos que o mercado
internacional impde.

Existem muitos exemplos de como a biorrefinaria agesetor, um deles é que a
maioria das usinas gerencia plantacdes alternadasnea porcentagem do espaco total da
plantacdo principal, plantando outro tipo de calfuem geral grdos de curto ciclo de
producdo, maximizando o aproveitamento do soleam@do uma fonte alternativa de recursos.
Outro exemplo € que o setor industrial da maioas dsinas brasileiras possui a tecnologia
necessaria para a producado de varios tipos de ragiicde acordo com especificacdes
particulares e com a demanda do mercado.

Algumas usinas até produzem leveduras desidratqdas atendem ao mercado
japonés, onde |4 eles as utilizam como racdo pereepA vinhaca gerada durante a
destilacdo do alcool é totalmente redirecionadanm@nte para o setor agricola, assim como
tortas de decantadores e cinzas das caldeiras)udimdd a necessidade de adubacao quimica.

Destaca-se também a autossuficiéncia em energica&lganha pelas usinas de alcool
e acucar, além do excedente que é repassado pata, fazendo-se uso do bagaco como
fonte energética. Ganhos com a palha da cana tambéem ja ser considerados.

Para ser utilizado como racdo animal, e a partiredeologia disponivel no setor, o
bagaco muitas vezes é passado por tratamentosraadf;i como cozimento a vapor seguido
da despressurizacao, a fim de aumentar sua didjdsiile. Esse Ultimo processo representa o

gue chamamos de pré-tratamento, 0 que em muitos éasecessario.
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1.6.1 Pré-Tratamento

Como foi descrito anteriormente, a estrutura daokglulose é formada por fibras de
celulose embebidas num emaranhado de hemiceluttigaina. O processo de conversao
desse material em etanol requer varias etapaszdais lavagem, pré-tratamento, hidrolise,
fermentacdo e purificacdd®’ Na sacarificacdo, ocorre a hidrélise enzimaticacelalose a
glicose, porém esse processo pode ser dificultedma & associacdo formada entre celulose,
hemicelulose e lignina, impedindo o acesso faciledeimas a estrutura interna da fibra.
Nesse sentido, o pré-tratamento da biomassa é portamte passo na conversao econémica
de materiais lignocelulésicos a etafiblOs pré-tratamentos além de eficientes sdo
extremamente necessarios, visto que o subsequardanento das hidrolises vai de 20% a
90%, dependendo do tipo de pré-tratamentos utdg&dsuas associacbes. Além disso, deve-
se ter em mente que esse processo precisa sewwocsedetfuncional, assegurando a
acessibilidade, eficiéncia e reducdo de consumendgia e insumos. Outro ponto a se
considerar, é a geracdo de produtos que inibemda das enzimas da hidrélise e dos
microrganismos que atuarao na fermentagao.

A diversidade de pré-tratamentos que existem agrkné alta e eles agem
diferentemente em cada componente da biomassa, é#mpresentarem vantagens e
desvantagens um em relacdo ao outro. Os princgios fisico (moagem, trituracdo e
explosdo a vapor), quimico (acidos diluidos/cormegints e bases) e os bioldgicos
(degradacao por fungos ou bactérias).

Os pré-tratamentos fisicos apresentam altos remtia®ale glicose e pentoses, pois
conseguem romper as ligacbes da hemicelulose imdigncelulose, porém apresentam alto
gasto energético e a retirada da lignina ndo éeféxiente. JA o quimico gera um bom
rendimento de glicose e hemicelulose, aumentatidsade e porosidade da fibra, entretanto,
ocorre a formacdo de produtos de degradacao eessieade de equipamentos especiais,
além de etapa adicional para neutralizacdo do pvodd pré-tratamento biolégico requer
baixa quantidade de energia, visto que pode sérada em condicBes brandas, além de
retirar maior parte de lignina; porém o tempo dagé® € maior, e as bactérias ou fungos

utilizados acabam consumindo parte do produto {inegrato reduzido).



42

1.6.2 Hidrolise

O mecanismo de hidrélise da celulose mais aceitalraente envolve no minimo a
acdo sinérgica de trés classes de enzimas: endogkes (acdo randdmica de
despolimerizagdo através da quebra de ligafékd), exoglucanases (age sobre a celulose
cristalina, liberando celobiose) [@glucosidases (quebra da ligacdo glicosidiBak4 de
celobiose ou de pequenos oligossacarideos, liberaotéculas de glicose¥

O xilano é a molécula mais abundante das hemisgs|ogporém sua diversidade e
complexidade estrutural requerem uma diversidadevai@nte para sua quebra, envolvendo
endo-1,4B-xilanases, B-D-xilosidases, a-arabinofuranosidasessglucuronidases, acetil-
xilana-esterase e feruloil-esteras&sVarias dessas enzimas fazem apenas o trabalho da
retirada das cadeias laterais, deixando a prindpakilano livre para acdo das xilanases.
Neste caso, com a liberacao das xilobioseByalsidases fazem entéo a separacao das duas

moléculas de xilose.

1.7 Vias de tratamento da xilose e problematica bioquiina

Em bactérias que consomem xilose, uma molécula-giéoBe é trasformada em D-
xilulose pela xilose isomerase (Xff.A xilulose é entdo fosforilada a xilulose-5-fostatjue
ja é um intermediario da via das pentoses-fosfatd/ma rota semelhante foi encontrada
também em fungos anaerébf8sentretanto, nesses fungos que consomem xilase éabem
mais complexa, consistindo em reacfes de OxidocBedwenvolvendo cofatores como o
NAD(P)H e o NAD(P) (Figura 10).
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BACTERIAS y | FUNGOS l

Figura 10 - Vias de utilizacéo de xilose em fungos e bactérias

Fonte: Adaptada de HARHANGI et /I

A xilose é entdo reduzida a xilitoY*! pela enzima dependente de NAD(P)H, a xilose

redutase (XR), que por sua vez é oxidado a D-xkilpor uma enzima dependente de NAD
»*> Assim como nas bactérias, a D-xilulose é
33-34

chamada xilitol desidrogenase (XD

fosforilada a D-xilulose-5-fosfato por uma xilulagase (XK).

1.8 Xilose isomerase (XI)

Uma das pecas-chave no metabolismo da xilose gim&xilose isomerase (XI, E.C.

5.3.1.5), que tem capacidade de isomerizar xiloseikilose”®, Figura 11.
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Figura 11- Reacao de isomerizacdo realizada pela enzimaexisbmerase. (A) com substrato D-xilose e (B)
com substrato D-glicose.

Fonte: Adaptada BHOSALE?’

Como xilulose € consumida facilmente [@rcerevisiaeo processo de fermentacao
comum, a Xl pode ser utilizada para conversdo tseie consumo de pentoses durante
conversdo de fracdo hemicelulésica em etanol denseggeracao (2G¥.

No caso de procariotos, a isomerizacao de xilosaikiose resulta de uma condicao
nutricional de bactérias saproéfitas na decomposi@arestos vegetais. Xl tem também
capacidade de isomerizar glicose em frutose (emfmraalmente com menor eficiénta e
por isso também é conhecida como glicose isomef@)p Ela € uma das enzimas
amplamente utilizadas na indistrfd,para producdo de xarope de milho rico em frutose,
high-fructose corn syrugHFCS), em uma reacdo sob altas temperaturase cotgmiza a
guantidade de produto final e ao mesmo tempo eeataminagdes por outros
microrganismaos.

XI/Gl é uma enzima muito pouco eficiente, com tpi@lor para k;: em torno de 10
s' para xilose e cerca de 2pgra glicose, um dos mais baixos conhecidddEsta enzima é
ativada por fons de metais divalentes,>M&yin** ou CG*, seus cofatores, e é inibida pelos
fong? c&*, Ni**, zr?*, C¥* e Hd". Além disso, a enzima é inibida por D-xilitol e D-
sorbitol®® * 4**4Tanto inibicdo pelo G4 como pelo xilitol, além de baixa atividade
especifica da enzima, representam sérios probleenaslizacdo XI em processos industriais.
Além disso, até poucos anos atrds, o que se c@nbesta enzima estava relacionado a sua
vertente de glicose isomerase, o0 que de certa fdeeaiou 0 caminho da busca por novas
Xls com atividade oOtima a baixas temperaturas (@os um processo de fermentacéo
submersa simultanea, a conversao de xilose enosdutstara ocorrendo ao mesmo tempo e

no mesmo ambiente da fermentacdo de xilulose @@clcares peld. cerevisiagara
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producdo final de etanol 2G, portanto, condigOesraefcdo devem ser compativeis as
condicdes Otimas de sobrevivéncia deste microrgan)is

1.8.1 Estrutura

Xilose isomerase € uma enzima globular, geralméstiameérica (ou dimérica),
formada por 4 unidades (mondmeros) muito parecigas idénticas), conectadas por
interacbes ndo covalentes (auséncia de pontedféisyucomo mostrado na figura a seguir.
Além disso, seu monémero possui dois dominios ipé@e O dominio N-terminal € formado
por um barril @/B)s (Figura 12b), que seria @ore da enzima, e onde se situa seu bolsao
catalitico. Ja o dominio C-terminal, este € formpdouma al¢ca com hélices e voltas. O que
geralmente as mantém unidas sédo as interacOesdamémio, que estabilizam a estrutura

como um todo diante do solvente na qual a enzinemsentra.

Dominio
N-terminal

Dominio
C-terminal

Figura 12 - A-Tetrdmero da xilose isomerase &éreptomyces rubiginosudDB id 4zb2) e em B seu
mondmero, com destaque para os dois dominios paiscidominio N-terminal, formado por
barril (a/B)s, € dominio C-terminal, formado por uma uma alcdéleces e voltas. Figuras foram
feitas no programa Pymol (DeLano Scientific)

Fonte: Elaborada pelo autor

Algumas delas, como a X dacillus sp.séo trimero§>*

porém sdo incomuns.
Estudos envolvendo dissociacdo dessas enzimastipgnmafirmar que as estruturas
gue apresentam atividade catalitica sdo apenasnasichs e tetraméricas, e além disso, ja

foi descrito o processo de enovelamento das Xisigado também enfatizar a importancia
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crucial da estrutura terciaria como responsaved pélvidade enzimatica, em detrimento a
secundarid®

Hoje em dia as Xls sao divididas em duas classedl.IA diferenca basica esta na
regiao inicial em N-terminal, de aproximadamenterégiduos, que enzimas do grupo | nao
possuem e do grupo Il possuem. N&o se sabe aooeaiimplicacdes na atividade catalitica

gue essa diferenca promoveria.

1.8.2 Mecanismo de reagéo

Até recentemente, varios foram os mecanismos ptapdg acao para a enzima xilose

isomeras® *°** e ainda estdo sendo investigadd¥:>® Entretanto, no passado, muitos

estudos indicavam estreita similaridade entre Xti@se fosfato isomerase (TIM), e isso
sugeria 0 mesmo mecanismo de acdo, da transfer@ecigrotons com formacdo de

intermediariccis-enediol®®’

50-52,59 como

Estudos recentes propbéem o mecanismo do desloaardenhidreto,
mostrado na Figura 13. As principais caracteristamste mecanismo proposto para Xl sédo a
abertura do anel do substrato, isomerizacéo viechsento do hidreto do C-2 para o C-1, e

o fechamento do anel do produto.

H H
| 1
H g - H i
~ ﬁ"' n-R E{ oot W "y o
base ¥ %8 \{§ B | (4)
monoprotica B ¢ — (n; —_— é
E’!'\)‘-H N—s r” oM N— & Yo n-fi—
cis-enediol
H Q H -
N H\Cro ® h_ﬂké/c' 2
! — (.:'; H-8 = ] 8 (B)
c
N b ~
‘Efl 0-H B | og R o
forma anidnica
H R Y o-w
\"c"—ojﬂ—-n e = EL‘E:_,
[ — é A = | H=4 (c
s = P
E/E 0—H E]/l 0~"H R o
R
aldose forma catidnica cetose

Figura 13 - Diferentes mecanismos propostos para reacd@d®iizacdo da Xl. Abstracdo de um préton de Cdémdo
um intermediéario cis-enediol e subseqliente tra@stes deste préton para C-1, auxiliado por grugdoac
capaz de protonar O-1, (A); transferéncia de psjtgerando intermediario anidnico, (B); deslocameito
hidreto de C-2 para C-1, tambhém gerando um intadériecportador decarga formal positiva,(C).

Fonte: Adaptada de BLOW*®



47

Quando falamos do mecanismo de reagdo para essmaerde antemao devemos
destacar alguns pontos importantes: (1) XlIs sdec#fspas para og-andmeros tanto de D-
xilose, quanto de D-glicose, D-xilulose e D-frutoé®) ndo apenas os residuos usualmente
marcados como cataliticos estdo de fato envolvidosatalise; (3) a enzima necessita de dois
cations de ions metalicos para estar completamatit@; (4) ndo ha evidéncias de
transferéncia do préton de C1 ou C2 com solveptdirmando o deslocamento do hidreto e
refutando a transferéncia de proton.

De inicio, espera-se que ocorra a adesdo do swbsita sitio catalitico, e sob
influéncia do residuo de histidina, agindo como ubase catalitica, convenientemente
posicionada, ocorre a abertura do anel. Sabe-sengusequéncia primaria, sempre dois
residuos a diante da histidina catalitica apare@sioluo de acido aspartico catalitico. Esse é
o residuo responsavel por facilitar e ativar efgaiticamente a histidina no deslocamento do

préton entre a hidroxila da histidina catalitica ©1 do anel de D-xilose (Figura 14).

i
(s

z
-0

u o

Aspartato (N+3)  Aspartato (N +3)  Aspartato (N +3)

Figura 14 - Diagrama esquematico da etapa de abertura dalandlose no sitio ativo da XI. Estdo destacados
e numerados na imagem os carbonos da xilose esimkios cataliticos da enzima, que sdo sempre
representados por uma histidina e um aspartatodséduos upstream na estrutura primaria. A base
conjugada do residuo de acido aspartico faciligtredtaticamente a abstracdo do préton da
hidroxila 1 pelo nitrogénio NE2 do anel imidazolicEssa abstragdo € equilibrada com o
compartilhamento do par eletrénico remanescente enbxigénio 1 e o carbono 1; nesse momento
ocorre a abertura do anel de xilose, pois o pdrosieo compartilhado entre o carbono 1 e o
oxigénio do éter migra inteiramente para este awigéalternando sua carga formal para -1 e 0
transformando em um nucledéfilo muito forte. Essecpsso € finalizado neutralizando-se a carga
formal do sistema com a transferéncia do préton afel imidazélico para um novo
compartilhamento do par eletrénico adicional dogério nucledfilo, transformando essa nova
sociedade em um grupamento hidroxila. Na etap# finaadeia da xilose encontra-se aberta, cuja
nova hidroxila do carbono 5 estabelece interacaloidtegénio com a histidina catalitica (retangulo
vermelho tracejado), permanecendo ai durante a st&uiinte, a isomerizacao

Fonte: Adaptada de WHITLOW
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A segunda etapa principal da catélise é a isonggizae fato da D-xilose em D-
xilulose. Através da Figura 15 podemos ver o paspasso do mecanismo de reacao,
acompanhando o que ocorre das etapas de 1 a Gqguaimelhos). Em (1), apos a abertura
do anel (Figura 14), a molécula se dispde de fameanter-se com carbonos 1 e 2 do lado
oposto ao dos residuos acido aspartico e histmhtaiticos (Figura 14) e mais préximos do
metal 2 (no circulo amarelo na Figura 15). Entjee((2) ocorre a abstracdo do préton de uma
molécula de agua que estava fazendo parte da camd@e do metal 2 pelo oxigénio do
aspartato (Asp), isso gera um ion hidréxido nudiedfue por sua vez colapsa o préton da
hidroxila do carbono 2. Em (3), para aliviar o fate haver um par eletronico excedente
situado em O2 (oxigénio do carbono 2), atravésttadacao de hidrogénio estabelecida entre
O1 e a lisina préoxima (Lys), o par eletrénico coniffeado entre O1 e C1 (dupla ligacao) se
desloca inteiramente para Ol1. ApOs esse ocorridos€ transforma em um carbocétion
secundario, que nao é mais estavel do que serid2ise transformando em um carbocation
terciario. O intermediario com o carbocéation emé&ais estavel, e através dele, ocorre o
deslocamento do hidreto entre C2 e C1, acompardedautralizacdo do carbocation em C2.
Essa neutralizacdo foi devido a formacédo da ligahdga entre O2 e C2 (para isso foi
utilizado o par eletrbnico que se encontrava extedem O2). Por fim, em (4), O1 nucledfilo
ataca uma molécula de &agua (ndo necessariamentgcial)i e abstrai um préton,
transformando-se numa hidroxila. Apés essas tramsigdes principais, em (5) e (6) ocorre
apenas a transferéncia de prétons entre o ionxndrdormado em (4), a partir da agua, e
oxigénio da base conjugada do residuo de acidatesparoximo (Asp).

A catalise é concluida com o fechamento do anetgsso inverso ao demonstrado na
Figura 14) e saida da molécula de produto do dtialitico da enzima.
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Asp
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OH OH H Lys
Deslocamentodo

hidreto
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——-

H H H H

OH OH Lys OH OH Lys

Figura 15 - Mecanismo da reacdo de isomerizacdo da D-xilosg Paxilulose, através do deslocamento do
hidreto, mediado por metal. (1) Ataque nucleofilgtm oxigénio do aspartato (Asp) ao proton da
molécula de agua que faz coordenacéo com o méka) &entro do circulo amarelo). (2) O novo
nucledfilo formado pelo ion hidréxido remove umtpréda hidroxila de C2, gerando um par de
elétrons excedente em O2. (3) Através da interagéouma lisina préxima (Lys), o par eletrénico
gue C1 compartilhava com O1 se desloca para Ohafalo um intermediario com C1 sendo um
carbocétion secundario, o que faz haver uma t@mgara um estado mais estavel em (4), com a
transicdo do carbocation para C2 (carbono tergianms para isso ocorre o deslocamento do
hidreto de C2 para C1. Em (4) o carbocéation em @&élvido através do novo compartilhamento
do par eletrénico que estava excedente em O2, ©2re C2; e O1 que também estava com um
par eletrbnico excedente recebe o préton de uma nasécula de agua que estava fazendo
coordenacdo com o metal 2, formando a hidroxila. (Bjne (6) ocorre transferéncia de préton
entre a hidroxila do residuo de acido asparticaiprd (Asp) e o novo ion hidréxido formado em
(5). Apds (6) deve ocorrer o fechamento do angirdduto e saida deste do sitio ativo da enzima.

Fonte: Adaptada d& °?
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1.8.3 Microrganismos de origem

Xilose isomerase € uma enzima vastamente presemtdiv@rsos microrganismos
(MOs), de diferentes origens. Seu primeiro regigtremLactobacillus pentosugm que
Mitsuhashi® descreve a conversdo de xilose em xilulose arpetiextrato dessa bactéria;
também outro dos primeiros registros foi &seudomonas hydrophifa.A partir desses
registros, as Xls foram sendo descobertas em umdgraumero de bactérias. Dentre os
lactobacilos,Lactobacillus brevie o que apresenta a maior taxa de expressao @oggen
codifica esta enzima, aléem disso, o primeiro regise cristalizacdo de Xl é de brevis
Acredita-se que como Xl esta envolvida no metabalisla xilose, diversos MOs apresentem
0 genexylA (gene que codifica para XI) em seu genoma, comanga de um metabolismo
gue extraia energia a partir da matéria organigataéem decomposicdo; em contrapartida,
em alguns organismos esse gene encontra-se silencia

Neste projeto, foi realizada uma busca extensivgates que codifiguem a enzima
xilose isomerase, de diversos MOs de origem. Mgpea@ficamente, foram encontradas 96
genes de Xls até o momento sem estrutura de aidugdo resolvida e depositada no pdb

(http://www.rcsb.ord? dltimo acesso em 12/12/2016). Das cinco estrutueaslvidas e

refinadas deste trabalho, teremos um pouco méaiscdepara seus MOs de origem, visto que
apresentar detalhes e caracteristicas de 96 déerdtOs seria algo exaustivo a leitura e ndo
tdo Util ao escopo desta tese. Resumidamente, mqtieou essa busca dentre esses MOs foi
justamente a diversidade; ou seja, encontrar Xdiféeentes origens e cujos genes passaram

por diferentes pressdes evolutivas até chegar dmegaram.

1.8.3.1 Escherichia fergusonii

Essa é uma bactéria gram-negativa, mesofila, baeaieerdbicas facultativas, e que
guarda bastante similaridade coni.acoli. Foi primeiramente isolada de amostra de sangue
humano. Algumas cepas sao conhecidas por causagagoe infeccbes em humanos, além de
algumas apresentar resisténcia a certos antibiticéampicilina, gentamicina ou
cloranfenicol). Essa espécie é capaz de fermeilteex glicose, celobiose, tetralose, maltose,

rhamnose, et
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1.8.3.2 Saccharophagus degradans

Foi isolada pela primeira vez a partir do capiminfar (Spartina alterniflorg, na
baia de Chesapeake, Estados Unidos. E uma baut@iiisha gram-negativa, com formato de
haste (Figura 16) , dotada de mobilidade, e recndaepor degradar polissacarideos como
fonte de energia e consumo préghdia ainda registros de fermentacédo da xilose esgia
etanol®® Essa bactéria forma protuberancias e associagiesoatras bactérias, formando
uma espécie de maquinaria especializada na dedadde matéria organica marinha e

vegetal (formada por celulose, quitina, pectinay agetaglicanos, xilanos, etc).

Figura 16 - Micrografia eletrdnica da bactérBaccharophagus degradande formato alongado, em haste,
ocupando o centro da imagem.

Fonte: Adaptada de EKBORG

1.8.3.3 Jonesia denitrificans

Bactéria gram-positiva de formato irregular (andesdivisdo possuem formato de
haste, e apos divisdo apresentam forma de coam)sporulante, anaerdbica facultativa, foi
primeiramente isolada em 1948 de sangue de boidéer¥sta bactéria esta envolvida em

processos de reciclagem do nitrogénio.
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Figura 17 - Micrografia eletrénica da bactédanesia denitrificans

Fonte: NORDBERY’

1.8.3.4 Ruminococcus champanellensis

E uma bactéria estritamente anaerdbia, meséfidada primeiramente de amostra
fecal humana, formada por cocos gram-positivos serilidade. Sdo capazes de degradar
celulose cristalina, além de celobiose, como satustolavel. Porém os subprodutos finais da
fermentacdo da celulose e celobiose sao acetatoscenatos. Esses carboidratos sdo a base
para o crescimento desses MOs, e ndo aminoacitbssn&o sdo capazes de crescer em meio

com apenas xilose, glicose, maltose, manitol, smrlfiicose, etc>®

1.8.3.5 Flavobacterium johnsoniae

E uma bactéria aerébica, gram-negativa, mesofilegmrada geralmente no solo e em
agua doce, degrada quitina e outras macromolépaasontato diret8? Essa bactéria é
pertencente ao vasto grupo das bacteriodetes. pbd@suem movimento rapido por
deslizamentodliding motility), o qual é muito Util em seu processo de diged#aquitina, ja

gue ela ocorre por contato direto com o material.



Figura 18 - BactériaFlavobacterium johnsoniae

Fonte: Adaptada de STANIER
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

A producdo de etanol de segunda geracdo para eepraicamente sustentavel é
imprescindivel a utilizacdo da fragdo hemicelulésifs pentoses (C5) que compdem a
hemicelulose ndo sdo fermentaveis pelas levedutiigadas pela induastria brasileira
(Saccharomyces cerevis)aeA xilose, fracdo predominante de C5, é uma ouééque pode
ser robustamente convertida pela acédo de xiloseeisases (XIs) em xilulose, que, por sua
vez, € facilmente fermentada p&a cerevisiae No contexto da biorrefinaria, quanto mais
agregarmos valor aos intermediarios da producé fie etanol, mais viavel e rentavel essa
pratica se torna. Neste caso, 0 reaproveitamentdrad@o hemicelulésica dos residuos
(bagaco e palha da cana-de-acucar) da producéataciol 4G, mais do que agrega valor aos
intermediarios/residuos, ele insere um novo prodatalto potencial competitivo ao mercado
de biocombustiveis, o0 etanol de segunda gerac@dov@desafio entdo é tornar cada vez mais
esse etanol 2G em um produto mais economicamednelwue o etanol 1G, sem contar as
guestbes ambientais, que ja sdo claramente e utigslcnente mais promissoras.

Neste projeto estamos propondo utilizar ferramemaslernas de bioinformética,
genética, expressdo heter6loga de alta produtigidadbiologia/bioquimica molecular
estrutural para identificar, clonar e expressarlamga escala Xls novas com potencial para
serem utilizadas na industria. De maneira geragrequos encontrar novas XIs com alto
potencial enzimatico para serem inseridas em med#éoproducdo do etanol 2G, e isso
implica, primeiramente, em mapear atividade e cotapwento enzimaticos em diversas
condicbes de pH e temperatura. Independente denttac@u ndo esses alvos, € bastante
interessante entender e encontrar bases moleculpeesdes estruturais) que dirigem
determinado comportamento bioquimico (além da smpbnservacao de alguns residuos de
aminodacidos) de modo que esse reconhecimento tampbgsa ser um ponto de partida para

muitos outros estudos e avangos.
Objetivos mais especificos também foram listadomiwio do projeto. Sao eles:

1. Explorar ferramentas de bioinforméatica que permithoscar genes que
codifiqguem para Xls inéditas (sem estrutura tridisienal de alta resolucdo), em bancos de
dados;

2. Clonar e expressar as ORFs que codifiguem Xlsp@uair essas Xls de forma
heteréloga em sistemas de expressao bacterignosl{;
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3. Analisar atividade enzimatica especifica, caragstieds bioquimicas
(temperatura e pH 6timos); inibicdo por “Caxilitol e etanol, buscando enzimas com
propriedades compativeis as exigéncias impostasppetesso industrial brasileiro;

4. Realizar ensaios de cristalizacdo, de modo a ohd@ocristais proteicos com

grande potencial de difragéo de raios-X;

5. Coletar conjuntos de dados de difragédo de raios-Kdior nimero possivel de
Xls;

6. Resolver o maior numero possivel de estruturasltderesolucdo das Xls
estudadas;

7. Estudar estruturalmente Xls promissoras proponddagdes sitio-dirigidas

gue possam adequar suas caracteristicas bioquiddfieientes;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecéo de alvos

Através da busca extensiva por XIls no banco de sdado UNIPROT

(www.uniprot.org), € fazendo o cruzamento de dados com estrutwaslglja resolvidas,

depositadas no PDBv{vw.pdb.org), foi gerada uma lista com 96 genes que codifipana

Xl a partir de diversas origens biolégicas. Paréessucesso na expressao heteréloga desses
genes, foi realizada a compra dos gDNAs (DNAs geodsh dos microrganismos alvos.
Uma parte foi adquirida através de um banco gerdaieaméao (DSMZDeutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturedo alemé&o) (63 gDNAS) e do japonés (JClslpan
Collection of Microorganismsdo inglés) (36 gDNAs). Para as amplificacfes, éoaio de

LIC (Ligation Independente Clonipd® é altamente viavel para clonagens em larga escala,
como neste caso, principalmente por sua flexilkdarobustez e simplicidade, visto que
requer um namero menor de passos comparado agjeftmpor métodos tradicionais. Esses
experimentos iniciais de biologia molecular foragalizados em colaboragdo com o Doutor

César Moysés Camilo. Portanto, fez-se o uso dasrgeg procedimentos.

3.2 LIC (Ligation independent cloning)

3.2.1 Preparacéo dos vetores

O vetor utilizado, pETTRXA-1a/LIC, foi previament@earizado, amplificado com
primersespecificos e tratado com T4 DNA polimerase (Fetasrestados Unidos, MA) que
possui atividade exonucleasica 3'->5’. Essa pag@r permitiu que o vetor adquirisse as
terminacées complementares apropriadas para usbl@mEsse vetor codifica ainda para
proteina de fuséo tioredoxiffae HIS-TAG na extremidade N-terminal da proteina, o que
auxiliard na etapa de purificacdo. Além disso, tapa de construcdo do vetor, ainda lhe foi
adicionada uma sequéncia codificando gene que reordsisténcia ao antibidtico canamicina
e um sitio de clivagem com TEY.
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3.2.2 Preparacao dos insertos

Desenhados e comprados os oligonucleotideos espscffara as amplificacdes de
cada gene, esses foram organizados em placa dec®8, jsendo que duas placas foram
utilizadas como réplicas e estoques principaispgtosers Em uma placa de 96 pocos, 0s
primerscomprados foram diluidos e em cada poco foi adédloruma quantia de 10 nmol de
reverse primee forward primer.A cada poco especifico foram adicionados 30 ngReA,

0,2 mM de dNTP Mix, uma unidadade &dusion High-Fidelity DNA Polymerag@ew
England Biolabs, Estados Unidos, MA) e 1x de tamgd®&hysion.Ao final, cada reacao

totalizava 5QuL. A placa contendo 96 reacdes foi submetida aaatiostrada na Figura.19
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Figura 19 - Representacdo da condicdo de reacdo de amghificam placa dos 96 genes que codificam para
deXl. A temperatura de 72 °C foi selecionada pasaalamento dos primers; e 72°C também para
a extensao, tanto a ciclica quanto a final.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a rotina mostrada na figura anterior, houacr@scimo de 1 ciclo, esse que
ajudou a diminuir as amplificacOes inespecific@s,gye as temperaturas deelting dos
oligonucleotideos utilizados na grande maioria baxas. Os produtos do PCR foram
purificados ap6s minuciosa andlise das bandasaeses desta reacgéo.

O tratamento com a T4 permitiu que ocorresse aadsatidas extremidades 3’ dos
fragmentos amplificados. Esse processo gerou asni@gdes livres e coesivas para na etapa
seguinte se hibridizarem com as terminacgles liwwessivas e complementares do vetor
PETTRX preparado. A reacao ocorreu por 30 minutd® 8C e com subsequente inativagao
da enzima por 30 min a 75 °C.
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3.2.3 Annealing

Em seguida, os insertos (contendo o0 gene) e ogegetioram misturados em
temperatura ambiente para se ligarem, nos volumdsudl de vetor tratado com T4 eld

de insertos tratados com T4. Essa reagao perdord@0gminutos.

3.2.4 Transformacdo emE. coli DH10b

Células competentes deéscherichia coliDH10b foram entdo transformadas com
plasmideos recombinantes, da seguinte maneira: ga@la reacao, adicionou-se QI de
tampao de transformacéo gelado (100 mM KCI, 30 naZlk; 50 mM MgCh and 1,5% (w/v)
PEG 4000). Em seguida adicionou-sg/Q0de E. coliDH10b ultra competentes (obtidas pelo
método de Inou&’). Essa mistura foi mantida em gelo por 30 minueguido de 10 minutos
em temperatura ambiente. Decorrido este tempo,u208e meio LB foram adicionados a
cada um dos pocos com reacdo de transformacéo tedasaem repouso a 37 °C por 1 hora,
até que se plaqueia com volume dos pocos contermio 0B solido (com 50ug/mL de
canamicina) de placas de 24 pocos. Esse processmldptado com rob&reedom EVO
(Tecan, Suica). Os clones positivos foram entativawlos em placas de 96 pocos profundos,
para haver quantidade suficiente de microrganisp@as a subsequente extracdo dos

plasmideos com kit deminiprep Nucleospin@Macharey-Nagel, Alemanha).

3.2.5 Testes de expressao ehigh throughput

O teste de expressdo em larga escala foi adaptadibaFreedom EVQ200 (Tecan,
Suica) e realizado de acordo com o protocolo decafitelli. * O resultado dessas
purificagbes foi analisado por eletroforese em g@wh auxilio do sistema de deteccdo de
microfluido LabChip GXII (PerkinElmer, Estados Unidos) utilizandokd de expressao

proteica (versao 2) e protocolo do fabricante.
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3.2.6 Expressao e purificacdo de Xls sollveis

Na noite anterior ao inicio da expressao, foranpgmados pré-indculos de 5 mL de
cada cepa, contendo meio LB, canamicinay@@nL) e cloranfenicol (344g/mL). Esses pré-
inodculos foram agitados por 16 horas a 37 °C. Delmesse tempo, eles foram transferidos
para frascos maiores (contendo 1 L e meio LB étittos) e cultivados sob agitacdo a 37
°C até atingir a densidade Optica (absorbanciddan69 de 0,6 a 0,8. A partir dai os indculos
foram induzidos com 0,5 mM de IPTG, permanecentioagiitacdo de 150 rpm por 16 horas,
a 18 °C. Durante a extracdo, algumas Xls foram stidas a testes de expressao com
diferentes concentracdes do detergente idnico sifcqpara aumentar sua solubilidade e
consequentemente o rendimento geral da expressao. éstabelecido entdo que o protocolo
padrdo para todas as purificacdes seria com umatidade fixa de 0,4% de sarcosil em
tampé&o de lise (25 mM Tris pH 8,0, 300 mM NaCl, b#) glicerol, 5 mM imidazol, 10
mM B-mercaptoetanol e 1 mM PMSF). Foi ainda utilizads® g/ml de lisozima para
auxiliar no processo de lise bacteriana, e a nadtrmantida em repouso sob refrigeracao
por 1 hora. Posteriormente as bactérias foram ¢adais” com 10 ciclos de 30 segundos em
modo ON e 45 segundos no mo@FF, alternados, em sonicadb50 Sonic Dismembrator
(Fisher Scientifiz. Em seguida, as amostras foram centrifugada®@ ®or 30 minutos, sob
refrigeracao.

A etapa de purificacdo foi por cromatografia denidhde em resina de Niquel. O
imidazol foi usado para realizar a eluicdo das néde clivadas e da tioredoxina que estaria
interagindo com a resina através da HIS-TAG qukgsed resina contendo os fons*\ijja
gue o anel imidazolico tem maior afinidade quinpesa a ligacdo a esses ions em pH 8,0 e
pode competir com os residuos de histidina pekgég. A resina utilizada foi a Ni-NTA-
Agarose KMetal Affinity Resin Thermo Fisher Scientific Iniciou-se o processo com o
empacotamento da resina de niquel e a exaustiagdav com agua milli-Q, seguida do
processo de equilibrio da resina passando-se atda/éoluna 10 volumes de tampéao de lise
(exceto of3-mercaptoetanol). O sobrenadante foi incubado coesiaa durante uma hora a
4°C. Passado este tempo, a resina foi lavada camsmo tampéao a qual foi equilibrada e
com tampédo e 15 mM de imidazol (desligar protefnasamente ligadas). Em seguida foi
realizada lavagem com tampao de lise sem imida&zablumes), para entdo adicionar TEV
na proporcédo de (1 mg de TEV para 50 mg de protelfssa mistura foi mantida a 4 °C
overnightem homogeneizador, com baixa rotacdo. Apds agdiva permaneceram ligadas a
parte tioredoxina-hisTAG e também as proteinasatiiadas e coletou-se a fase movél que
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saiu primeiro, apdés o empacotamento da resina hemaoEssa fase movel recolhida foi
submetida a dialise para troca do tampéo de lie pgampao de testes (Tris 25 mM, NacCl
150 mM, em pH 7,5). Entéo, a proteina pura e chivaebuiu para as etapas subsequentes.
O valor da concentracdo de Xl nas amostras gemelssa purificacdo foi medida
utilizando-se o espectrofotometi@nodrog™ 1000 (Thermo ScientificCom apenas dL de
amostra, com certa concentracdo de proteina, poébezer a leitura da absorbancia “A”, no
caso a 280nm, e a partir da expressao abaixo Jedado o coeficiente de extincdo molar

tedrico %¢”, e utilizando a Lei de.ambert-Beer>, obtivemos o valor da concentracdo de Xl

naquela amostra.

A(2) = log(I/1p) = Ce(D)l (1)

A Tabela 1 algumas informacgfes e também parametdvgos para XlIs estudadas
neste trabalho, como nome, abreviatura, classe,mekecular, coeficiente de extingdo molar

(considerando residuos de cisteina reduzidos) e pl.
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Tabela 1 - Parametros bioquimicos tedricos das Xls estudadste mprojeto. As Xls ja estdo divididas em
grupos, de acordo com identidade sequencial, paiiitdr possiveis comparacdes

Grupo | XI Microrganismo N°R** [ Classe | MM (kDa)® |& (M ecm™)® | pI
A G6 Herpetosiphon aurantiacus 382 I 42,3 42860 5,19
F7 Thermus thermophilus 387 | 43,9 56840 5,33
E7 Catenulispora acidiphila 389 | 37,2 42400 4,95
B C9 | Arthrobacter chlorophenolicus 397 I 43 40910 4,93
D7 Jonesia denitrificans 392 | 43,1 47900 4,93
B9 Nakamurella multipartita 397 | 43,4 47900 4,85
D3| Paludibacter propionicigenes 438 I 49,8 68300 5,37
Al Alistipes finegoldii 437 I 49,5 66810 5,25
Gl Bacteroides helcogenes 438 I 49,2 65320 5,36
C |[H2 Bacteroides vulgatus 438 Il 49 66810 5,2
E9 Dyadobacter fermentans 442 I 49,3 66810 5,35
D2 | Saccharophagus degradans 443 I 49,2 55810 5,15
G5|  Flavobacterium johnsoniae 441 Il 49,3 55810 5,32
F4 Planctomyces brasiliensis 436 Il 49 55810 4,91
C7 | Coraliomargarita akajimensis | 434 I 48,5 55350 5,06
D |B6 Bifidobacterium animalis 450 I 50,6 84800 4,71
F5 | Ruminococcus champanellensis | 441 Il 49,3 56840 5,25
Thermoanaerobacter Il
H5 pseudethanolicus 438 50,2 58790 5,5
El Erwinia billingiae 439 I 49,4 69330 5,79
c1 Escherichia fergusonii 440 I 49,7 70820 5,65
E |[A5 Salmonella enterica 440 Il 49,6 70820 5,72
c4 Roseobacter denitrificans 433 I 483 63830 4,98
D9 Rhizobium meliloti 436 I 48,9 70820 5,33
F D5 | Sphaerobacter thermophilus 228 X" 31,4 20970 4,72

* Nimero de residuos de aminoacidos
& Coeficiente de extingdo molar
$ Peso molecular do monémero

¥ N&o classificada em nenhum dos dois grupo exisent

Fonte: Elaborada pelo autor

Também na tabela acima constam o numero de resideioaminoacidos, peso

molecular e pl tedrico das Xls purificadas.
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3.3 Atividade enzimatica
3.3.1 Teste de atividade enzimética

Para se medir a conversao de xilose em xiluloseepeu-se com testes de atividades
de acordo com protocolos estabelecidos previaménteom adaptacdes para testes em
microplacas de 96 pocos. Como se sabe, a presergaigide cations divalentes é bastante
importante tanto na atividade dessa enzima quam&ua estabilidade térmica. Portanto, sédo
utilizados CoGCJ e MgSQ, pois Cé% e Mg?, que sdo reconhecidos como os cofatores que
mais influenciam positivamente a atividade catalitiessas Xi§."° A figura 20 seguir ilustra
esquematicamente o teste enzimatico realizado mesjeto. Inicialmente, a proteina foi
incubada por duas horas na solugéo tampéao do midalcseria medida a atividade (contendo
os cofatores e ndo contendo o substrato) a bamaemtura (em gelo) para inibicdo da
atividade. Além disso, as amostras se apresentaurplicadas para melhor estatistica e
controle dos resultados. Em seguida, foi adiciormdobstrato da reacéo (D-xilose), a fim de

se obter uma concentragao final de 100 mM.

Tampao
de reagao

l

(2 horas ) (30 min ) (155) (até o fim)

Xilose
Isomerase

Quantificagao

H o] CH OH
0 )
'O%m —— Sﬁ_@.
D-Xilose 0 DuXilulose
o o
(0°c) L DR N, (0°c)
(intervalo de pH)

Figura 20 - Esquema para teste de atividade da enzima xsdoseerase (XI). A enzima é incubada por 2 horas
com a solucédo tampéo de reagdo, que além de dampdes no pH de teste, contém os cofatores
necessarios para haver atividade, G&MgSQ, ambos a 10 mM finais. O teste procede com a
adicdo de D-xilose (100 mM, concentracdo de reag@mm controle de temperatura (33°C) por 30
minutos e posterior inativacdo da enzima em nitmagiquido.

Fonte: Adaptada de RES
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Lembrando que o tampéao utilizado para se varrer artensa faixa de pH foi o
tampdo ABF (acetato borato fosfato), na concentragé@ 50 mM cada um deles
individualmente. O intervalo de pH explorado foiméximo de 2 a 10.

A reacdao foi incubada em termocicladdy Cycler(BioRad®), por 30 minutos a 33
°C. A neutralizagdo da enzima ocorre imediatamemefim do tempo de reacdo em
nitrogénio liquido. A concentracdo padronizada mardestes de atividade foi de @g®l de

enzima.

3.3.2 Quantificagdo pelo método colorimétrico cisteina-adazol-sulfarico

Como o proprio nome diz, este é um teste coloriogtou seja, um teste que se faz
atil através das cores que podem ser reconhecidela@onadas ou ndo a presenca de um
produto especifico. Neste caso, as interacdes cpreeon durante o teste entre os reagentes
(xilulose reagindo com o carbazol em meio extrenmdenécido), liberam compostos, cujos
espectros de absorcdo e emissdo permitem a di@génce quantificacdo do produto da
reacdo de isomerizacdo da xilose pela XI. A radiagétectada, atrelada a presenca de
xilulose no meio, possui comprimento de onda emri0Até o momento, 0 que se sabe é
gue as reacdes que ocorrem envolvem radicais Jliypesem 0 mecanismo ainda €
desconhecido. Este teste € uma adaptacdo para e®lveduzidos, baseado em estudo
realizado em Zacharias Dische e Ellen Borenfreund @51%

A figura 21, abaixo, esquematiza esse processaidetifjcacido. Esse teste se inicia
adicionando-se 25L de amostra (resultante do teste de atividade X9nmao poco, a ele
adicionam-se 4,5L de solucdo aquosa 1,5% de cloridrato de L-ciat@ionoidratado. Em
seguida, 14L de SO, 71% sao transferidos aos pocos. Imediatameditgpaam-se 4,5
pL de solucdo 0,12% (em etanol) de carbazol;, a maistieve ser rapidamente bem
homogeneizada. A placa deve ser deixada em regbersperatura ambiente, 25°C) por 1
hora. Decorrido este tempo, prossegue-se comuadeaia absorbancia a 540 nm, de acordo
com o teste original, permitindo diferenciar cetttpses (D-xilulose) de aldopentoses (D-
xilose). O teste de quantificacdo da xilulose faberado considerando-se diversas curvas de
absorcdo de luz em varios comprimentos de onda yae mistura de aldoses e cetoses.
Aldopentoses absorvem, diferentemente das cetogenttuz nesse comprimento de onda.

Como forma de controle, amostras sem enzima (bsafocam submetidos a quantificacéo.
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Figura 21 - Método colorimétrico para quantificacdo de D-xikgéaesultante da reacao de isomerizacéo da D-
xilose pela enzima XI (método da cisteina-carbaZfp transferidos 2L de amostra do teste
de atividade para uma placa de 96 pogos. Adiciosam;5uL de solucdo aquosa 1,5% de
Cloridrato de L-cisteina monoidratado. Em seguidtl, uL de 71% HSO, sédo adicionados aos
pocos. Imediatamente, 48 de solugdo 0,12% (em EtOH) de carbazol séo tadsis a
mistura. A placa é deixada em repouso (temperatmidiente, 25°C) por 1 hora. Passado este
tempo, é feita a leitura da absorbancia a 540 rsndd@los sao transferidos e analisados, gerando
uma curva com o perfil de atividade da enzima.

Fonte: Adaptada de REYS

3.3.3 Curva padrao

Antes de iniciar uma batelada de testes de atieglagma curva padrao (para o teste
colorimétrico) com diferentes concentraces de IDloge (produto da reacdo) teve de ser
obtida. As concentra¢cdes de D-xilulose utilizadessa curva foram 0,001, 0,005, 0,01, 0,02,
0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, todas em(gé_dois ultimos pontos foram abstraidos, ja
que nao estavam alocados na regido linear da c@vesste de quantificacédo utilizado foi o
da carbazol-cisteina-sulfuricth, adaptado para pequenos volumes (em microplac@6de

pOCOS).
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3.3.4 Cinética enzimatica das Xls deFlavobacterium johnsoniae (G5) e Jonesia
denitrificans (D7)

Os experimentos de cinética enzimética foram raadiz para duas das 24 Xls deste
projeto, até o momento, Xl| d€lavobacterium johnsonia€G5) e deJonesia denitrificans
(D7). Primeiramente, foram realizados varios tegi@s garantir que as enzimas estavam
agindo sob a cinética de Michaelis-Menten. Par#otaa primeira bateria de reacdes foi
realizada variando-se a concentracdo de enzima réenub-se fixa a concentracdo de
substrato (D-xilose) em excesso (500 mM). Foramlbgtas 5 concentragcbes de Xl de modo
gue a geracao de produto mantivesse uma relagdr liom a concentracdo de Xl utilizada.
Com essas 5 concentracdes de Xl, foram realizamas reacdes, s6 que agora com tempos
variaveis (0 min, 2 min, 5 min, 10 min, 15 min erB). Ou seja, para cada concentracao de
enzima, 6 tempos foram analisados. Convenienteméauéo para D7 quanto para G5,
buscamos uma concentracdo de enzima e um tempac&orque se situassem numa regiao
de comportamento linear, ou seja, concentracoes dae permitam uma relagéo linear entre
tempo de reacéo e geracdo de produto (velocidaw®)iendo um excesso de substrato. Os
valores encontrados foram os seguintes [D7] = @B06nM, Tor7 = 10 min; [G5] = 0,01656
mM, Tes = 10 min. Finalmente, pdde ser realizada a reagéovariacado de concentracdo de
substrato, para os tempos e concentracfes de ermuirestabelecidos no experimento
anterior. Dessa ultima curva que se obtém a cuevMithaelis-Menten, podendo extrair

diversas constantes e parametros cataliticos.

3.4 Estabilidade térmica (Thermofluor)

Os experimentos derhermofluor foram realizados em nosso laboratério, em
colaboragédo com a doutora Amanda Bernardes.

A técnica funciona da seguinte forma: a medidaajaezima de estudo sofre processo
de desenovelamento, sob efeito do aumento graduaérdperatura, vai-se liberando um
fluoréfilo comercial Gypro OrangeInvitrogen), que até entdo estava adsorvido agides
internas hidrofébicas da enzima, e isso causa umemid da fluorescéncia emitida pela

solucéo, como ilustrado na figura a seguir.
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Figura 22 - llustracdo da curva e do principio de utilizac@otécnica de Thermofluor. A teoria se baseia na
liberacdo gradual da sonda fluorescente SYRB®@nge (Invitrogen), a medida que as regides
hidrofébicas da proteina vdo sendo expostas, deadiesenovelamento por acdo da temperatura

Fonte: Adaptada de ERICSSGN

Com a finalidade de estudar a estabilidade térmdsaXIls em diferentes tampdes e
diferentes pHs, ensaios tleermofluorforam realizados apenas para algumas das Xls (isso
ainda serd analisado para todas). O procedimemnigiste em misturar 1M de solucdo de
proteina com JuL de SYPROOrange (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) (uma sonda
fluorescente), a uma concentracéo final de 1/20000s os experimentos foram realizados
em triplicata com volume final de 20L e os tampdes utilizados estavam em 50 mM. O
experimento é realizado em placa de PCR de 96 pogosvolume de reacdo selado com fita
de qualidade optica (BioRad, Hercules, Estados af)id incubado em termociclador  de
tempo realiCycler iQ (BioRad, Hercules, Estados Unidos). O intervalo telmperatura
coberto pelo experimento € de 25 °C a 90 °C, cameimentos de 1 °C/min e a temperatura é
mantida por 10 segundos para cada aumento, e tagdalemissdo de fluorescéncia é lida
pelo detector, em comprimentos de onda de 490/68QAs temperaturas ddelting (T, e
as curvas originais obtidas no experimento saoisauks nosoftware grafico GraphPad
Prism (versao 5,0) (GrapPad Software, La Jolla, Estabiodos).
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3.5 Cristalografia

3.5.1 Ensaios de cristalizacao

Cristalizacdo de proteinas € um processo pelo egsgls macromoléculas se juntam
em arranjos periddicos e organizados, formanddaggisTermodinamicamente falando, essa
técnica tem como objetivo principal levar a solucéotendo a proteina de interesse para um
estado de supersaturacdo. Esse estado poderggd@ttraveés de diferentes processos, um
deles a difusdo de vapor. A Figura 23a descrewe mexesso de difusdo de vapor em gota
sentadadgjtting drop), onde a gota na verdade € uma solu¢cdo daomalgécula biol6gica em
tampéo contendo agente precipitador e aditivos.Msmo ambiente da gota, selados,
encontra-se outra solucdo (solucdo do poco), masapsesenta 0 agente precipitante numa
concentracdo um pouco maior. Com o tempo ocorrgudilerio entre as duas solucdes, da
gota e do poc¢o, a medida que ocorre transferéreciasgécies volateis (agua ou solventes
organicos), do meio menos concentrado para o nwuseatrado (com relagdo ao agente
precipitante), até que a pressao de vapor de amdagualem. Consequentemente, iSSO
promove uma diminuicdo do volume da gota, aumentandoncentracdo da macromolécula
gue esta presente apenas na gota, fazendo a sekid@slocar em direcédo a saturagdo. Como
pode-se observar na Figura 23b, cruzando-se a dersalubilidade, os possiveis estados da
solucédo ficam entre as zonas de precipitacdo, acéte e metaestavel, que dependem da
cinética (velocidade) para se atingir esse eqiolidermodinamico e do nivel da
supersaturacao.

A zona de precipitacdo € atingida quando o excdesmacromolécula se separa da
solucéo rapidamente sob a forma de um precipitatofa. A zona de nucleacdo por sua vez
€ atingida quando o excesso de macromolécula sgasspb a forma cristalina, porém se
formam muitos microcristais semelhantes a um pétatimo. JA na zona metaestavel a
supersaturacdo pode ndo nuclear até que haja utuabpedo mecanica ou adicdo de uma
semente (pequeno cristal). Neste processo, corthecido semeadura, ocorre 0 crescimento
do cristal, sem a formacéo de novos pontos de acébe Quando a solu¢cdo caminha para esta
Gltima zona, os cristais mais interessantes parmestado de moléculas biolégicas séo
formados, ou seja, é quando ocorre formacgéo de cnistads maiores e mais bem formados

(faces homogéneas e bem delimitadas).
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Método de gota sentada

(Sitting drop) R Curva de Solubilidade

zona de
Vedacdo precipitacdo

Trocas de vapor
~—

B

LRSATURACAO
zona de
nucleagéo

Gota

Concentragio da macromolecula

Solugdo do pogo

zoma de hiposaturagio

-

Concentraggo Salina

Figura 23 - Esquema do processo de cristaliza¢do de macronedé®&m (A) o método de gota sentasi#ig
drop) € ilustrado, onde a gota inicialmente € uma saugposaturada da macromolécula biolédgica,
em tampéo contendo agente precipitador e aditBelados num mesmo ambiente, encontra-se a
solucdo do pocgo, apresentando o agente precipitama concentracdo um pouco maior. Com o
tempo ocorre o equilibrio entre as duas solu¢@gotla e do poco, a medida que ocorre a difusdo
do vapor, do meio menos concentrado para 0 maeotrado (com relacdo ao agente precipitante),
até que as duas solucdes atinjam um equilibrioagimdmico. Como o volume da gota tende a
diminuir, a supersaturacao pode ser atingida emadgdo dos cristais pode ocorrer. (B) é a curva de
solubilidade da macromolécula presente na gotaialniente a solucdo da gota encontra-se na
regido abaixo da curva, de forma que a solucd@madndsaturada; a medida que a difusdo de vapor
ocorre, e o volume da gota diminui vagarosamentsplacdo da gota caminha da zona de
hiposaturacdo para a supersaturacdo. Dependemdipptimente da velocidade do processo, a zona
metaestavel pode ser atingida, regido esta emgjo®oocristais mais interessantes se formam.

Fonte: Adaptada de DUCRUI®

Ensaios de cristalizacdo com as Xls foram condgzitl busca de condicbes que
resultassem em cristais bem formados e com alterpiel difracdo. Um dos alicerces deste
projeto é a obtengdo de um conjunto de dados comamo@vel nimero de estruturas de XIs,
e uma etapa importante e crucial € obter os mataigie registrar suas condigbes de
cristalizacao.

Inicialmente, as condicbes de cristalizacdo forastadas utilizando o robdé de
cristalizacdo Kloneybel que aplica a técnica de difusédo a vapor com getdada (XI na
concentracdo de aproximadamente 15 mg/mL). As 8etutestadas estavam presentes nos
kits comerciaisCristal screerl e 2 Hampton™); Classic | e Il Suite (QIAGEN): PEGs | e
Il Suite (QIAGEN™): MPD Suite (QIAGENY); CryosSuite (QIAGERY); PACT Suite
(QIAGEN™); INDEX Suite (Hampton ™), PEG/ION Suite (Hamptord"), JCSG Plus
(QIAGEN™).



70

3.5.2 Coleta de dados de difracao de raiox-X em monocratde proteina

Durante os experimentos, 0s cristais foram criggidbs com 15% de etileno glicol
(exceto os formados a partir de solucdekitddPD Suite (QIAGEN"), que j& se tratam de
solucbes crioprotetoras) e coletados em fluxo deowae nitrogénio (100 K). As coletas
foram realizadas na linha de cristalografia deginats MX-2, no Laboratorio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil), com sistede aquisicdo sendo o deted®ilatus
2M (Dectrig), a um comprimento de onda de 1,45866 A. Os comgutte dados foram obtidos
através do método de rotacdo. A indexacao das ipaisnenagens e as estratégias de coleta
foram realizadas pelo progranS2* onde valores aproximados dos parametros de célula
(a, b, c,a, B ey) e a orientacdo para o cristal foram encontradlgsartir da distribuicdo de
vetores de diferenca, gerados a partir de pontiproeos extraidos do padréo de difracéo, o
programa apresenta os parametros de célula cabsupeda cada uma das 14 possiveis redes
de Bravais. Para cada um desses reticulos, sdmidas penalidades correspondentes a
distorcdo da célula triclinica, para que esta sesforme nas redes de maior simetria.
Portanto, a escolha do sistema cristalino corretot&o realizada em funcéo dessa penalidade,
de modo a eleger o sistema de maior simetria aodBapenalidade baixa.

A integracdo das imagens e o refinamento dos marésiforam também conduzidos
com o programDS.®* O escalonamento dos dados foi realizado com orgmumAimless
(CCP4%). O numero de moléculas presentes na unidade ésisianfoi estimado utilizando-
se o programilatthews_coeff®

3.5.3 Obtengéo das fases e refinamento das estruturas stdlogréaficas

Na tentativa de recuperar as fases da proteinaristalcfoi aplicada a técnica de
substituicdo molecularMR, do inglés, Molecular Replacementutilizando o programa
Phaser®® disponivel no pacote de programas cristalografi@®P4%> Comumente, a
substituicdo molecular faz uso das informacdesrdéasidade sequencial entre proteinas da
mesma familia, uma vez que se espera que estagpossovelamentos muito semelhantes.

O modelo inicial gerado pelo prograrRaaserfoi submetido a etapa de refinamento.
Alguns itens devem ser modificados (angulos, residposicdes de alguns atomos, aguas
estruturais, etc) para melhorar o acordo com osslaxperimentais, com abordagem tanto no

espaco reciproco (acordo entre fatores de estrtg@raeos e experimentais) como no espacgo
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real (inspecdo dos mapas de densidade eletronicaodelo). Para esse refinamento das
estruturas, esta sendo utilizado o progradeenix®” Um primeiro modelo é gerado no
programaAutoBuild ® e este passa também por um ciclo inicial de referdo através do
phenix.refineDurante todo o processo, sdo realizados ciclosnalies de refinamento com
uma inspec¢ao visual do mapa de densidade eletrGrit@delando manualmente as posi¢des
dos residuos cor@OOT® A validacdo dos modelos foram realizadas atraeéprdgrama
MolProbity® cujos diagramas apresentados demonstraram a apilidbs modelos finais

gerados. Os processos finais de refinamento pguanak Xls ainda estdo em andamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Amplificacdo dos genes

Os produtos do PCR foram purificados apos minuciosdise das bandas resultantes
dessa reacéao, de acordo com as Figuras 24,25,2¢uen2 placa de clonagem dividida em 4
partes, representando toda a extensdo da plagpx6s), e fazendo-se um cruzamento com
o tamanho que cada gene de interesse deve apresamtao pode-se notar, o resultado do
processo apresentou muitas amplificacdes inespasifEntretanto, deve-se ressaltar que foi
realizado anteriormente um teste sem o ciclo adatide 30 segundos a 50 °C, n&o obtendo

sucesso quase a totalidade dos genes.
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MK Al Bl €Y DI El FI. ‘GI HY A3 B2 €3 D2. MK EZ2. FZ2. ‘GZ H2 A3 B3 3 D3 B2 F2 63 HI MK

Mo Gene (ph) wo Gene (pb)
A1 Alistpes finegoldii 1314 E2 Escherichia fergusonii 1323
B1 Thermobscillus compost 1314 F2 Necardiopsis dassonvillai 1158
C1  Gluconacerobater xylinus 1063 G2 Brachybacrerium feecium 1196
M Spirochaecta smarsgdinge 1341 HZ Thermomicrobium roseum 828
E1 Erwiniabillingize 1320 A Caldivirgs maguilingensis 1116
F1 Conexibacrer woesei 1212 B3 Klebsiella axyroca 1026
G1  Bifidobacterium animalis 1252 o= Lactococcus lactis 1320
H1 3Baccharomonospors virdis 17 D3 Granulicella wndricola 17
A2 Bacillus halodurans 12 E3 Herpetosipha naurandacus 1149
B2 Bacreroides helcogenes 17 F3 Propionibacrerium acidipropionici 17
C? Lacrobacillus brevis 1350 G3 Burkholderia cenocepaciz 1323
D2 3Salinibecrer ruber 1143 H3 Thermomonospors curvae m

Figura 24 - 12 parte da placa. Resultado das amplificacfesP@iR realizadas em placa de 96 pocos. Na
imagem é possivel verificar o tamanho do gene esuaspondente banda (se houver) por analise
gualitativa e quantitativa feita no sistema de cgie 12 parte da placa. Resultado das
amplificagBes por PCR realizadas em placa de 9@&spoga imagem € possivel verificar o
tamanho do gene e sua correspondente banda (serhpavandlise qualitativa e quantitativa feita
no sistema de deteccdo microfluida LabChip gxiirkPé&Imer, Estados Unidos). Os retangulos
vermelhos sinalizam as bandas do gene de intgpasaeada amostra.

Fonte: Elaborada pelo autor
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A4 B4 C4 D4 B4 F4 G4 HA A5 B> G5 D5 MK E5 F5 G5 H5 A6 Bo6 C6b D6 E6 Fo6 GO& He MK

Mo Gene (ph) Mo Gene (ph)
M Corsliomargarite akajimensis 1305 3 Oceanobacillus iheyensis 1320
B4 Thermococcus litoralis 768 F3 Pseudonccardiz dicxanivorans 1188
C4 SBsccherophagus degradans 1332 G5 Csulobacrer crescentus 0T
D4 Actnosynnems mirum 1980 HS Geodermarophilus obscurus 11
E4 Jonesia denimificans 179 A6 Enterobacrer ssrogenes 1851
F4 Micromonospors aursntaca 1188 BE Acinerchacter calcoacetcus 1053
G4 Cerenulispora acidiphila 1044 C& Th ohacrerium th olydemm 1320
H4  Thermus thermophilus 1164 D& Bifidobacrarium longum 1330
A3 Desulfosporosinus acidiphilus 133 E6 Pecrobacterium carotovoruim 1323
Bi Closmidium thermocellum £ F& Strepromyces avermitlis 1167
C5 Th d il 130 G& Chromohalobacrer salexigens 1080
D3  Bacreroides vulgamrs 1317 HE HKimssrospors sese 1167

Figura 25 - 22 parte da placa de clonagem. Resultado dafiaagbes por PCR realizadas em placa de 96
pocos. Na imagem € possivel verificar o tamanhged® e sua correspondente banda (se houver)
por analise qualitativa e quantitativa feita ndesisa de deteccédo 12 parte da placa. Resultado das
amplificac6es por PCR realizadas em placa de 9®soga imagem € possivel verificar o
tamanho do gene e sua correspondente banda (serhpavanalise qualitativa e quantitativa feita
no sistema de deteccao microfluida LabChip gxiirkPé&Imer, Estados Unidos). Os retangulos
vermelhos sinalizam as bandas do gene de intgpasaeada amostra.

Fonte: Elaborada pelo autor
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A7 B7 C7 DY EI FI G7 HY ABE B C8 D& MK E8 FB GB H8 A9 B9 ©C9 D3 E9 F8 G9 H3 MK

Mo Gene (pb) Mo Gene (ph)
AT Hazlobacillus halophilus 1329 ES  Roseiflaxus castenholzii 1170
BY Agrobacrerium wmefaciens im F&  Shewanella woodyi 1053
CT Hezlorhabdus vshensis 1317 G Modestehacter marinus 882
o7 Burkholderiz glumas 1020 H8 Cellulomonas Azavigena 13
ET Rhodothermus marinus 1287 A% Pedobscrer saltans 1332
Fr Smrepromyces griseus 1167 B3 Bacillus pumilus 1338
a7 Comamonas testosercni 1056 €8  Kribbella fiavida 167
H? Microlunatus phosphovons 1194 08 Campylobecrerjejuni 1002
A Paludibacter propionicigenss 17T E% Roseobacrerdenitrificans 1302
BE  Bacillus megarerium 13318 F3  Arthrobacter surescens 1188
C§ Leuconostoc gasicomitaim 147 G3  Ochrobacoum antiropi 1308
D8 Burktholderia phymaoim 1326 H3  Acidiphilivm cryprum 263

Figura 26 - 32 parte da placa de clonagem. Resultado das famplies por PCR realizadas em placa de 96
pocos. Na imagem é possivel verificar o tamanhgeat®e e sua correspondente banda (se houver)
por analise qualitativa e quantitativa feita ndesig de deteccdo 12 parte da placa. Resultado das
amplificagbes por PCR realizadas em placa de 96spd¢a imagem é possivel verificar o tamanho
do gene e sua correspondente banda (se houverngdise qualitativa e quantitativa feita no
sistema de deteccdo microfluida LabChip gxii (PeEkiner, Estados Unidos). Os retangulos
vermelhos sinalizam as bandas do gene de intgpasaeada amostra.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Al0 BI0 C10 D10 EI0 F10 G10 H10 All Bil €11 D11 MK EI11 F11 G11 H11 Al12 Bl12 C12 D12 EI12 F12 G12 Hi12

Mo Gene (pb) Mo Gene (pb)
Ai0  Plancromyces brasiliensis 1311 E11 Epheerobacrer thermophilus BET
B10  Bacillus subiilis 1338 Fi1 Arthrobacrer phenanthrenivorans 1188
C10  Nahamurella muldparita 1194 G11  Rhodopirellula baltica 1320
D40 Chiarofierus eggragans 996 H11 Cellulomaonas fimi 1188
Eil 3Salmonella enterica 1323 Az Ruminococcus champanallensis 1326
Fi0  Arthrobacrarchlorophenolicus 1188 B12  Favobacrerium johnsonise 1326
G10  Rhizobiom melilod 1311 c12 Saccharothrx espanaensis 1093
H1l  Burkholderia thailandensis 143 D42  Edwardsiella tarda 872
A1 Rshnella aquarlis 1320 Ef2 Tharmosnaercbacrer pseudethanolicus 137
Bi1 Beijerinchiz indica 137 Fi2 Sreprosporangium rosewm 1152
C11  Pelagibacrerium halomlerans 1M G12  Rubrobserer xylanophilus 10635
041  Dyadobacrerfermentens 1323 Hi2  Halorerrigena wirkmenica 965

Figura 27 - 42 parte da placa de clonagem. Resultado datifieagbes por PCR realizadas em placa de 96
pocos. Na imagem é possivel verificar o tamanhgeafe e sua correspondente banda (se houver)
por andlise qualitativa e quantitativa feita ndesima de detecgdo 12 parte da placa. Resultado das
amplificagBes por PCR realizadas em placa de 96pd¢a imagem é possivel verificar o tamanho
do gene e sua correspondente banda (se houvernadise qualitativa e quantitativa feita no
sistema de deteccdo microfluida LabChip gxii (Pdgkiner, Estados Unidos). Os retangulos
vermelhos sinalizam as bandas do gene de intgpasaeada amostra.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao final, foram amplificados com sucesso 72 gehksa média de 100 ng foi obtida
de cada gene amplificado e purificado, e essesnfdratados com T4 DNA polimerase
(Fermentas Life Sciences), que possui atividadeeleasic& 3' -> 5', na presenca de
dATP (e auséncia dos outros nucleotideos). O texitorcom a T4 permitiu que ocorresse a
retirada das extremidades 3 dos fragmentos armogtibs. Esse processo gerou as
terminacdes livres e coesivas para na etapa segsénthibridizarem com as terminacdes
livres, coesivas e complementares do vetor petTRdo. N&o foi realizado sequenciamento
desse material.

Os vetores, como ja foi mencionado, foram amplifisae em seguida tratados com
T4 DNA Polimerase, na presenca de apenas dTTPsaddas LIC foram entdo preparadas.
Com isso foi possivel a reacao de juncao (hibrgdiop dos insertos e dos vetores. Com 0s
novos plasmideos recombinantes, foram realizadastrassformacdes em bactérias
ultracompetentes DH10b. Apds o crescimento dasébasttransformadas, os plasmideos
foram extraidos e utilizados para uma nova transdgéo bacteriana em. coli Rosetta

(DE3), e estas seguiram para a etapa de testepassao.
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4.2 Teste de expressao

As bactérias transformadas na etapa anterior foeatdo cultivadas em placas
conforme descrito na metodologia, e seus produtatgipos foram confirmadas e analisadas
por eletroforese em gel com auxilio do sistema eteatdo de microfluido LabChip GXII
(PerkinElmer, Estados Unidos) utilizanddib de expressao proteica (versao 2) e protocolo
do fabricante, como mostrado nas Figuras 28 e Bftlafnas Figuras 28 e 29, representando
uma placa de 96 pocos dividida em duas partesetddgulos (vermelhos) destacando a

producdo de Xl soltvel, o que representa sucessaprassao do gene.
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Mo MW (kDa) MO MW {kDa) MO MW (kDa)
At Alistipes finegolofi 48,5 D2 SaccharophagLs degradans 49,8 &3 Burkholderia phymatum 494
B1 Tharmobacilius composti 49,3 E2 Desulfosporosinus acidiphilus 49,6 H3 Rosaiflexus castenholzi 43,5
c1 Escherichiafergusonii 49,7 F2 Clostridiumthemocelium 336 A4 Bacillus pumilus 50,4
o sputor_:ha?ra?sn?aragdmae 49,9 g Ther _ bacteri harolyti 50,3 B4 Caieutoher Ay =
1 Erwiniabillingias 49,4 H2 Bacteroides vulgatus 49 C4 Roseobacter denitrificars 453
F1 Bacillus halodurans 50 A3 Oceanobacillus iheyensis 49,9 ps Ochrobactrum anthropi 483
G4 Bacteroides helcogenes 49,2 g3 Pectobacteriumcarotovorum 49,7 €4 Acidiphiliamcryptum 367
Lactobacillus bravi 50,1 Halobacillus halophil 50,1
) CRERERCE e : ca iR I g F4 Planctomyces brasilinsis 19
A7 Cafmwrgamaqu-umge.nsu 41,6 D3 Pah.f:ﬁbac!erprq:rrm:ci;enes 49,8 G4 Bacillussubtilis 503
B2 Thermococous litoralis 289 E3 Bacillus megaterium 50,2 WA Chiorofietis dgaregars 36,8
Lacto: lacti 495 i i
3 Lactococcus factis o F3 Leuconostoc gasicomitatum 50,4 A5 S oneieartericn 495
B5 Burkholderiathailandensis 49,4
C5 Beiferinckiaindica 42

Figura 28 - 12 parte da placa. Teste de expressao do gemelecfio de XI em placa de 96 pocos. Na imagem é
possivel verificar o tamanho de cada proteinaleaadas das proteinas sollveis. Esse resultado foi
obtido por andlise qualitativa e quantitativa feitasistema de deteccao microfluida LabChip gxii
(PerkinElmer, Estados Unidos) com lise das bactédantendo plasmideos recombinantes e
purificacdo da proteina de interesse (pelo métoeldvimcentelli ™) . Os retangulos vermelhos
destacam as bandas da proteina de interesse, quasap encontram-se na fracdo sollivel. Na
imagem, “LADDER” indica marcadores de massa mokecul

Fonte: Elaborada pelo autor
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DE  Sphaerobacterthermophilus 314  HE Propionibacteriumacidipropionici 50 g Burkholderiaglumae 36
E5  Arthrobacter phenanthrenivorans 429 AT Burkholderiacenocepacia 495 Fg Rhodothermus marinus 47,6
F§ Ruminococcus champaneliensis 49,3 BT Thermomonosporacurvata 72 Gg Streptomyces griseus 431
G5  Flavobacteriumjohnsoniae 49,3 c7 Coraliomargarita akajimensis 435 Hg Shewanellawoodyi 394
HE Ther p 50,2 p7 Jenesia denitrificans 431 Ag Arthrobacter aurescens 43
A6 Gluconacetobatorxylinus 39 g7 Catenulisporaacidiphila rz po Nakamurellamultipartita 434
B Bifidobacterum animalis 50,6 F7 Thermusthemmophilus 439 cg Arthrobacter chiorophenolicus 43
C6 Salinibacterruber 42,2 g7 Caulobactercrescentus 355 po Rhizobiummeliloti 48,9
D6 Nocardiopsis dassonvillei a2 ﬁ;;”;i’lﬁmi";"m 50,2 E9 Dvadobr?cterfermeflam 49,3
E6  Klebsiellaoxytoca 384 a5 Bifidobacterium liongum 50,9 Fa Rhoc'omfemﬂahamca 49
F6 Granuficeliatundricola 438 Streptomyces avermitilis 29 G9 f”‘"a““m”afa'_“’a 36,2
GE  Herpetosipho naurantiaces L e 404 Hg Streptosporangiumroseum 428
o8 Halorhabdus utahensis 48,3

Figura 29 - 12 parte da placa. Teste de expresséo do gemelecfo de Xl em placa de 96 poc¢os. Na imagem é
possivel verificar o tamanho de cada proteinateaadas das proteinas sollveis. Esse resultado foi
obtido por andlise qualitativa e quantitativa faitasistema de deteccao microfluida LabChip gxii
(PerkinElmer, Estados Unidos) com lise das bactédantendo plasmideos recombinantes e
purificacdo da proteina de interesse (pelo métogldvimcentelli ™) . Os retangulos vermelhos
destacam as bandas da proteina de interesse, goasap encontram-se na fragdo solavel. Na
imagem, “LADDER” indica marcadores de massa mokacul

Fonte: Elaborada pelo autor

Vale ressaltar que a principio as proteinas sadugidas como proteina de fusédo, no
caso, com a tioredoxina (~12,5 kDa), cujo intuitautnentar a solubilidade de proteinas as
quais ela encontra-se fusiondda.

Deste ponto em diante, as Xls produzidas serdcerefadas considerando sua
localizag&o na placa de teste de expressao irflgiras 28 e 29). No caso, foram 72 XIs,
cujas localizagBes na placa de 96 pocgos iam det&H@, mas nem todas foram produzidas
e/ou permaneceram na fracdo soluvel. Algumas dg@ecgerdo mais detalhadas que outras,

pois passaram por mais testes bioquimicos.
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4.3 Producéao e purificacdo de Xls soluveis

As sequéncias de aminoacidos de cada Xls (das Pdessas sollveis) foram
submetidas a um alinhamento multiplo no programastalX¥® e a anélise filogenética
(obtencdo de arvore filogenética), de modo quepdsisivel agrupar as 24 Xls em 6 grupos
distintos, de acordo com sua proximidade na arfilmgenética. Esse agrupamento permite
estreitar relacdes entre enzimas “parecidas” dittacio entendimento das relacbes que
existem entre os resultados dos estudos bioquindoos os estruturais. Na Figura 30
encontra-se um cladograma (diagrama em forma derervamificada, usado como
representacdo filogenética entre seres vivos/padéienes) obtido no  site

(http://www.phylogeny.fracessado pela ultima vez em Agosto de 26716).

L:dl_S;lcch:lmplutgus_dcgmd;ms
39 g5_Flavobacterium_johnsoniae
¢9_Dyadobacter_fermentans
9% gl_Bacteroides_helcogenes = Grupo C
97 _:Iﬂ_Baclcmidcﬁ_\-'ulgalus
89 al_Alistipes_finegoldii
32 _:.B_P;nlu!ihaclcr_propinnicigcncx )
81 *1_Escherichia_fergusonii
98 '_:15_Salmnmlla_cmcrica
% % t—¢|_Erwinia_bilingiac Grupo E

E_R(M()hLILTCF_dCHi trificans
9 _Rhizobium_meliloti

f5_Ruminococcus_champanellensis

80 b6_Bifidobacterium_animalis

61 88 c7_Coraliomargarita_akajimensis GrupoD
94 '_:4_Planclon1_vccx_hrusi liensis

e—————h5_Thermoanacrobacter_pseudethanolicus
¢:d7ultmcsin_dcnilriﬁcam

9 b9_Nakamurella_multipartita

85 *0_Arthrobacter_chlorophenolicus

56 ¢7_Catenulispora_acidiphila

f7_Thermus_thermophilus
3 . Grupo A
g6_Herpetosiphon_aurantiacus

d5_Sphacrobacter_thermophilus }— Grupo F

Grupo B

Figura 30 - Andlise filogenética baseada em alinhamento seiplatas 24 Xls produzidas de forma solavel. A
partir da proximidade de cada XI, elas foram diéti em 6 grupos: A, B, C,D, E, e F.

Fonte: Elaborada pelo autor

As figuras a seguir contém os resultados da pagéo de 24 Xls, cujos rendimentos
de proteina na fracdo soluvel (entre 15 mg e 40porgitro de cultura) permitiram testes
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subsequentes. As figuras ja foram agrupadas del@aocmm cada grupo (de acordo com as
Figura 28 e 29).

Grupo B

D7 B9 MM
3 @ @ MM 3) @ 1) (kpa)

Grupo A Grupo F

(3) (2) (1) (kpa) (3 @ @
97
66
45

30

20,1

14,4

Figura 31 - Expressdo e purificacdo. SDS-PAGE das purificagises XIs dos grupos A, B e F. Em (1)
encontra-se o marcador de massa molecular: Fesferl de misculo de rato (97 kDa); albumina
soro bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidraarbdnica bovina (30 kDa), inibidor de
tripsina de soja (20,1 kDa) e lisozima (14,4 kEh (2) ha a fracao solavel apés lise bacteriana.
(3) representa a banda da proteina pura e cliegds, toda a etapa de purificagdo.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 32 - Expressao e purificacdo. SDS-PAGE das purificag@ssXls do grupo C. Em (1) encontra-se o
marcador de massa molecular: Fosforilase b de raidewato (97 kDa); albumina soro bovina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica tyB0 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1
kDa) e lisozima (14,4 kDa). Em (2) ha a fracdaigel apds lise bacteriana. (3) representa a banda
da proteina pura e clivada, apos toda a etapardieacio.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 33 - Expresséo e purificacdo. SDS-PAGE das purificac@ssXIs do grupo D. Em (1) encontra-se o
marcador de massa molecular: Fosforilase b de rnaideurato (97 kDa); albumina soro bovina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica teyB0 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1
kDa) e lisozima (14,4 kDa). Em (2) ha a fracdo wel@pos lise bacteriana. (3) representa a banda
da proteina pura e clivada, apos toda a etapardizacio.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 34 - Expresséo e purificagdo. SDS-PAGE das purificadéssXIs do grupo E. Em (1) encontra-se o
marcador de massa molecular: Fosforilase b de ruideurato (97 kDa); albumina soro bovina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonicamey80 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1
kDa) e lisozima (14,4 kDa). Em (2) ha a fracdo wel@pos lise bacteriana. (3) representa a banda
da proteina pura e clivada, apos toda a etapardieacio.

Fonte: Elaborada pelo autor

A partir da figura anterior, pode-se concluir guarotocolo de purificagdo utilizado
permite que se obtenha a maioria das Xls congadto de pureza em apenas uma etapa de

purificacéo e clivagem, o que antes era feito easduapas intercaladas por dialise.
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4.4 Atividade enzimatica

4.4.1 Curva padrao

Como destacado na secao de Materiais e Métodaaneip passo para se quantificar
a atividade dessas enzimas em estudo foi a obtetegdona curva padréo, relacionando o
valor da absorbancia a 540 nm (pelo teste cistsraazol) e a concentragdo de D-xilulose.
Essa curva foi obtida variando-se a concentracdo-xidulose e medindo-se a absorbancia a
540 nm. Através dela, pode-se entdo verificar esteserapidos se a enzima se encontrava
ativa ou ndo. A Figura 35 mostra os pontos resi@san o ajuste linear feito no programa
Origin 9. Todas as Xls apresentaram atividade afajsa de purificacdo, com excecao da G6,
G1, B6 e D5.

m  Pontos experimentais

Ajuste linear
1,0 4
L

0.8 4
3
c
S 064
0
g -
S 044 [
L0
Ia J
w
< 024 /

i R-Square = 0,9985
0.01 [xilulose] = [Abs,,, - (0,008 +- 0,004)] / (4,58 +- 0,06)
O,E)O I 0‘65 I O,EIO I 0,!I5 I O,|20 I

[xilulose](g/L)

Figura 35 - Curva-padrdo do teste da cisteina-carbazol. Aacuelaciona absorbancia a 540 nm com a
concentrancao de D-xilulose purificacdo. O grafmiofeito no pragrama Origin 9 (OriginLab) e
foi utilizado umFit Linear para reconhecer que o comportamento dos pon@jssta a uma reta

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.4.2 Atividade enzimatica em funcéo do pH

Os testes de atividade enzimética foram previameetalhados na metodologia
descrita na se¢ao anterior. As enzimas utilizadases testes foram encaminhadas a partir da
Ultima etapa de purificacdo, ou seja, apresentawaia pureza acima de 90%. Além disso,
para se realizar de forma eficaz o teste, forami@dos os cofatores, Co@& MgSQ, ja
reportados como sendo essenciais na funcéo destasas.®**° Nas figuras a seguir, as Xls
estdo separadas de acordo com cada grupo (de AcenEexcecao do representante do grupo

F que ndo apresentou atividade), para facilitarpaoatdes futuras.

Grupo A

0,2 F7

0017

Figura 36 - Atividade enzimatica da xilose isomerase F7, pedste ao grupo A deste projeto

Fonte: Elaborada pelo autor

Xilose isomerase dd&hermus thermophilusF7, apresenta um perfil de atividade
concentrado deslocado para valores de pH acima, @eni pico em pH 8. Porém, para
valores de pH mais altos, essa atividade cessama@damente do que para valores de pH

menores que 8.
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Figura 37- Atividade enzimatica das xiloses isomerases C9B97% E7, pertencentes ao grupo B deste projeto

Fonte: Elaborada pelo autor

A atividade da C9, xilose isomerase Alehrobacter chlorophenolicydgem seu pico
em pH 7 e apresenta um perfil simétrico para valonaiores e menores que o pH 7. B9,
xilose isomerase ddakamurella multipartitaapresenta atividade mais alta na regido de pH
basico, com valores mais altos oscilando entre p&l % com queda brusca para valores
baixos de pH. Para a xilose isomerasé€deelunispora acidiphilaE7, o pico de atividade &
em pH 7, razoavelmente centrado neste valor dé’pkh B9, C9 e E7 os valores absolutos de
atividade especifica sdo parecidos, na faixa de/migUle enzima. Porém, para a xilose
isomerase ddonesia denitrificansD7, a atividade é 5 a 6 vezes mais alta, e ampiesalores

altos a partir de pH 5, com aumentos constantgstatiO (limite do experimento).
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Figura 38 - Atividade enzimatica das xilose isomerases Al,HIB E9, D2 e G5, pertencentes ao grupo C
desteprojeto .
Fonte: Elaborada pelo autor

Observando a figura anterior, podemos ver que 0l gler atividade para a xilose
isomerase ddlistipes finegoldii Al, ele estd um pouco deslocado para valoreHdmais
altos (ndo estdo sendo considerados valores majoee$0), tendo um pico em pH 7, porém
com pouca diferenga de atividade na faixa de 6 3a% xilose isomerase @aludibacter
propionicigenes D3, possui valores de atividade pouco expressipogem um perfil bem
acentuado ao redor do pH 8. H2, xilose isomeragkadteroides vulgatysambém apresenta
perfil de atividade de acordo com pH com poucaesgvidade, mas concentrado em pH 6.
Xilose isomerase d®yadobacter fermentan€£9, ela ja possui a terceira maior atividade
registrada para este grupo, com perfil mais dedtogmmra valores de pH basicos. As duas
maiores atividades, neste grupo, ficaram por cdatxilose isomerase dgaccharophagus
degradans D2, e deFlavobacterium johnsoniaeG5. A diferenca é que D2 consegue ser
maior em valor absoluto e apresenta pico em pkh B35 comeca a aumentar e oscila entre
pH 5 e 10 entre valores parecidos.

A figura a seguir mostra as atividades para asi¥igrupo D.
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Figura 39 - Atividade enzimatica das xilose isomerases C7H5e F5, pertencentes ao grupo D deste projeto

Fonte: Elaborada pelo autor

O interessante também desse grupo é o fato de B7% R4 apresentarem baixa
atividade absoluta e F5 apresentar valores altég(xibse isomerase déoraliomargarita
akajimensi} tem valores de atividade menos inexpressivoequitt 5 e 7, ja H5 (XI de
Thermoanaerobacter pseudethanolicapresenta um rapido aumento na atividade entré pH
e 5, e permanece oscilando até pH 9 entre esse®vgequenos. F4 (XI ddanctomyces
brasiliensig apresenta um pico muito pouco expressivo em pH56(XI de Ruminococcus

champanellens)sapresenta pico em pH 6, com valor de atividaggahdo a 4,5 U/mg.
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Figura 40 - Atividade enzimatica das xiloses isomerases @Q1AR, C4 e D9, pertencentes ao grupo E deste
projeto

Fonte: Elaborada pelo autor

Todas os valores de atividade desse grupo néo faltas) ndo ultrapassando 1 U/mg.
C1 (XI deEscherichia fergusoniiapresentou atividade a partir de pH 6. Ja4 Eld&&8rwinia
billingiae) apresentou um abrupto aumento na atividade pBra9pe 10. A5 (Xl de
Salmonella enterigase mostrou ser uma enzima pouco ativa, consideraalores absolutos
de atividade especifica, entretanto, exibiu umilpedntrado em pH 6 e 7. C4 (Xl de
Roseobacter denitrificapgjuase ndo demonstrou atividade, permanecendwvalomes muito
baixos e oscilantes. A que se demonstrou mais déiste grupo E foi a D9 (XI dehizobium
meliloti), com picos em pH 6, 7, 8 e queda para valorgd-dabaixo de 6 e maiores que 9.

Essas enzimas apresentam grande variacdo nos svalareatividade catalitica,
principalmente quando se consideram estudos argeretrabalhos j4 publicados, como os
gue estdo a maioria resumidos para Xl no banco déosd chamado BRENDA
(BRaunschweig ENzyme DAtabag8).
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4.5 Cinética enzimatica

A parte de cinética enzimética neste trabalho @isawbtencdo primeiramente dos
parametros K e Vinax das enzimas estudadas. Esses experimentos foalimades para D7
(XI de Jonesia denitrificansG5 (XI de Flavobacterium johnsonigemedindo-se a taxa de
conversao do substrato em produto, variando-s@eeotracao de substrato de 0,2 mM a 150
mM (para G5) e 200 mM (para D7). Lembrando que phtar os valores de concentracdo de
enzima e tempo de reacao foram escolhidos previanadravés de mais dois experimentos,
descritos na secdo de Materiais e Métodos. A Figlirexpde as curvas de Michaelis-Menten
dessas enzimas, de onde podemos extrair os valere€s.x e K, (constante de Michaelis),

através do ajuste realizado no programa Originrijii@.ab).

0,004 - 0,0020 - G5
0,0018
0,0016

£ 0,0014

E 0,0012-

£

‘E 0,0010 -

5 0,0008

5 0,0006
0,0004

0,000 - »  Dado experimental 0.0002 -
= Fit Michaelis-Menten ’
0,0000

0 50 100 150 200 0O 20 40 60 80 100 120 140 160
[xilose](mM) [xilose](mM)

0,002 -

U (umol/min)

= Dados experimentais
— Fit Michaelis-Menten

Figura 41 - Velocidade de reagdo pela concentracdo de D-xilosde ao comportamento dos pontos foi
adicionada a curva de Michaelis-Menten. Tanto e ¢iética para D7, quanto em (B), cinética
de G5, o ajuste a fungdo de Michaelis-Menten parmibter seus parametros cataliticog,{e
K), sendo eles (0,58 + 0,0@mol/min/mg e (16 £ 3) mM e (0,087 + 0,008nol/min/mg e (8 £
1) mM, respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor

D7 possui Vhax € Kn que valem respectivamente, (0,58 + 0,08)ol/min/mg e (16 +
3) mM. J& para G5 esses valores sdo (0,087 + 0,068))/min e (8 + 1) mM,
respectivamente. E sempre importante salientar aqu@lor de K, é uma caracteristica
intrinseca da enzima em estudo e do substrato sdiidado, e seu valor ndo depende da
quantidade de enzima sendo utilizada. O valor dg,\entretanto, ndo é absoluto para
guaisquer gquantidades de enzima empregada nodregp&rs. Para tanto, a partir dele, outra
constante é obtida, esta ndo dependendo da quimtitaenzima, conhecida como kcat ou

namero de renovacatu(novernumber), definida por:
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Vmax
kear = E, (2

onde E € o valor total de enzima utilizada no experimerisse k;: € definido como o
numero maximo de mols de substrato que podem seredaos em produto por mol de
enzima por unidade de tempd2°® D7 apresentou (4,1 + 0,2) & G5 (0,69 + 0,07) Spara
essa constante. Ha outra constante também, aiernanuito utilizada em cinética
enzimatica, € a constante de especificidade, defitdomo k/K. Esse valor expressa o quao
eficiente uma enzima é na conversédo de um subsmatporoduto, para baixas concentracdes
de substrato*®®*°* Os valores dessa constante para D7 e G5 difereim g uma ordem de
grandeza, e valem (0,26 + 0,05n8V™ e (0,09 + 0,01) ¥mM™, respectivamente. Podemos
relacionar e comparar numericamente essas corstamte as de Xls ja reportadas, como
mostrado na tabela 2. Entretanto, deve-se evitangaracao da eficiéncia cataliticg.{Km)
de diferentes enzimas que agem sobre um mesmaatob'Sf

Com relacéo a termodinamica do processo, devdestacado que.kaumentando
pode refletir uma diminui¢éo da energia livre deafio; e o aumento dg.kK, nao
significaria necessariamente que houve aumentéirddaale entre o substrato e a enzima,

com a diminuicdo de K e sim aumento mais pronunciado dg k

Tabela 2 - Valores de parametros e constantes catalitigags K, Keat € koK. S80 apresentadas também as
condi¢cdes em que foram realizados os experimeptdé® (Temperatura)

Mo Vimax Km Keat kat/Km pPH T Referéncia
(pmol/min/mg) (mM)  (1/s)  (1/s/mM) (°C)
Jonesia denitrificans (D7) 0,57 16 4,1 026 75 33 Estetrabalho
Flavobacterium 0,087 8 0,69 0,09 75 33 Este trabalho
Johnsoniae (G5)

Vibrio sp 14,3 793 47 593 75 40 102
Streptomyces rubiginosus NR* 3 5,52 184 7,7 25 103
Streptomyces rubiginosus NR 83 041 00049 58 25 103

Thermus thermophilus 69,37 152 50,76 335 75 60 104
Thamms thermaphiiss 15848 118 11598 98 75 60 o
K355A
Lactobacillus reuteri 431 177,4 146,6 0,83 5 65 105
Piromyces sp 0,053 86,97 NR NR 75 30 106
Fulvimarina pelagi 0,142 3-1 1?— NR NR 6,5 35 107
Clostridium 00344 6601 NR NR 75 30 i
phytofermentans

*NR = ndo reportado

Fonte: Elaborada pelo autor
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Comparativamente, D7 e G5 possuem parametros Gséhiouco expressivos, mas
considerando dados apresentados na tabela 2, aleussvde k;, Vmax € Km S€ encontram na
média (com valores ja reportados tanto acima quah#ixo). Entretanto, comparar esses
parametros é algo complicado, pois para diferegriegnas, estas podem agir sobre diferentes
substratos, além disso, as condi¢Bes de reacaguas foram realizados os testes cinéticos
também devem ser levadas em consideracdo. O quesénteressante e Util para analises
cientificas, por exemplo, é fazer comparacdes dadnpetros cinéticos da enzima selvagem e
mutante, ou de novas constru¢cdes envolvendo aindasma enzima e fusdes, pois neste
caso, estariamos falando do mesmo sitio catalit@smo ambiente quimico e condi¢des
reacionais, com excec¢ao dos residuos mutados.

Pelos testes de atividade, variando-se o pH, des 75, pdde-se notar que para
valores baixos de pH, a atividade enzimatica eBpacidao se encontrava dentro de seu valor
otimo. Ou seja, mesmo que 0s testes cinéticosemdam sido realizados para baixos valores
de pH, pode-se supor que os valores das prinaipaistantes cinéticas nessas condi¢cdes nao

superariam os ja apresentados neste trabalho fpéltémperatura 33 °C).

4.6 Estabilidade térmica (Thermofluor)

Os testes d&hermofluorforam realizados para pelo menos um representantadh
grupo das Xls. Houve também o esforco de se coirsegges resultados para todos as Xls as
quais obtivemos a estrutura cristalogréfica, ja, @uprincipio, pode-se esperar uma relacao
entre a estrutura atbmica e a estabilidade téradcaroteina. Foram utilizados diferentes
agentes tamponantes para um mesmo valor de pHngoram mostrados apenas os tampdes
para os quais a estabilidade térmica foi maiorated®m com o valor de pH para cada uma das
Xls. Essas solugdes estéo discriminadas na setéoaiiMateriais e Métodos).

A andlise das curvas permite se dizer que o tampagual as enzimas sdo mantidas,
apos a dialise, é adequado na maioria dos casgamRonda é possivel melhorar para testes
futuros, no caso, os testes de atividade, paraais  importante que a enzima esteja em um
estado estavel e com uma estrutura ndo perturbelda pondicbes do ambiente (tampéo e
pH). Além disso, nem todas as Xls purificadas passgor esse experimento, ou seja, antes
do inicio dos testes de atividade, é importante tpadas as Xls tenham sua estabilidade
térmica reconhecida e analisada com cuidado.

As figuras 42, 43, 44 45 e 46 apresentam os relgdtde estabilidade térmica para

diversos valores de pH, representado pgl@m cada situacdo. Para facilitar as interpretacoes
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e comparacoes futuras, as imagens foram organizaaascada grupo de Xls deste projeto

(grupo A ao F).

Grupo A

G6
70
50
 w
Ll
20
10
o

40 45 50 55 60 65 7.0 7,5 80 85 90 95
pH

Figura 42 - Thermofluordas Xls do grupo B, no caso, B9, E7 e C9. Graffeites no programa Origin 9
(OriginLab) de valores deJem fun¢éo do pH.

Fonte: Elaborada pelo autor

Para este primeiro grupo, A, apenas foi possividrais valores deJpara G6. Ja
para F7, xilose isomerase fieermus thermophily®s valores de ] foram muito altos para
0 range de temperatura que 0 experimento estava sendn €eifjue é explicado pelo fato

dessa ser uma enzima de um microrganismo ternexttremo.
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Grupo B
E7
80
70
60
~— 50
O
@
|_
20
20
10
o
40 45 50 55 6,0 65 7,0 7,5 80 85 90 9,5
pH
c9 B9

T(°C)
B s B 28 3 8

T(°C)
B8 &5 33 3 8

0
40 4550556065 7,0 7,5 80 85 90 85100

pH pH

40 455,055 6065 7,0 7,5 8,0 8590 95100

Figura 43 - Thermofluordas XlIs do grupo B, no caso, B9, E7 e C9. Graffeites no programa Origin 9
(OriginLab) de valores deJem fungéo do pH.

Fonte: Elaborada pelo autor

De modo geral, as Xls do grupo B (Figura 43) apresam T.s elevadas. E
interessante notar que E7 apresenta uma estruamasnsusceptivel & mudanca de pH, ja que
foi a enzima deste grupo que menos apresentou c@aripara as 5 encontradas,
considerando a variacdo de pH do experimento. En8pHem tampao Tris 50 mM, C9
desnaturou. B9 foi a XI que mais variou suapara os diferentes pHs (aproximadamente
35°C). Quando estabelecemos uma conexdo com adadtg enzimaticas em 33 °C e
variando-se os pHs, mostrado anteriormente, vemepgra as estruturas que menos tiveram
sua T, variando, ou seja, para estruturas mais rigidaerfil de atividade apresenta um pH
otimo bem pronunciado — como pode ser observadeoguaia 37. Nesse grupo, a medida que
h& maior flexibilidade na molécula, nota-se cegtatagem para se manter uma taxa de reagéo

méaxima para uma faixa extensa de pH.
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Grupo C

80 D3

T(°C)
2 8 5 8 2

40 45 50 55 60 65 7,0 7,5 80 85 9,0

T(°C)

A1

45 50 55 60 65 7,0 75 80 85 9,0 95 10,0

pH pH
8] E9 & G35
704 7o
60 60
g 50 50
o )
_ w o
= =
30 30
20 20
10
= [}
40 45 50 55 60 65 70 75 80 &5 9,0 4,0 45 50 55 6,0 6570 758,085 9,0 9510,0
pH pH

Figura 44 - Thermofluordas XlIs do grupo C, no caso, D3, Al, E9 e G5. iGréffeitos no programa Origin 9

(OriginLab) de valores deJem fun¢éo do pH.

Fonte: Elaborada pelo autor

As Xls do grupo C (Figura 44) apresentarags baixas, em torno de 40 e 50 °C, com
excecao de G5, que demonstrou bastante estabilidede&a entre pH 6,5 e 9, com sua T
variando entre 70 e 80 °C. Interessante que nessa de pH, a enzima demonstrou maior
atividade catalitica e valores absolutos altos @agpns as Xls deste projeto. Isso pode
sinalizar que a combinacdo do arranjo tridimengiates residuos exclusivos (ou mais
comuns neste grupo C) e os residuos do bolsadticatapermitiram maior eficiéncia na

catélise, mesmo com pouca flexibilidade da molépala@ baixas temperaturas — lembrando

gue o teste de atividade é realizado a 33 °C.
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80 c7 80 F5

T(°C)
B g &5 2 2 3

55 60 65 70 75 80 85 90 95

45 50 55 60 65 7,0 75 80 85 9,0 95100

pH pH

H5

T(°C)
s 5 883 3 8

0
40 455,055 60 65 7,0 7,5 80 85 9,0 9510,0

pH

Figura 45 - Thermofluordas XlIs do grupo D, no caso, C7, F5 e H5. Graffeites no programa Origin 9
(OriginLab) de valores deJem fungéo do pH.

Fonte: Elaborada pelo autor

Para o grupo D (Figura 45) convém relatar que R#m@ enzima muito instavel,
mesmo em baixas temperaturas, e, portanto, njoofsivel realizar esse experimento para
ela, visto que a estrutura ja se encontrava pregomtemente desnaturada. Isso também pode
ser notado quando se considera seu perfil de atieidmostrado na figura 18, a enzima
apresenta atividade catalitica baixissima, e o cor@amento diante da variacdo de pH nao
esta claro. JA F5 é uma Xl cuja atividade enzimatie mostrou bastante alta, mesmo
demonstrando IS baixas e com pouca variagdo no intervalo de @dsalexperimento. Esse
foi um caso entdo em que a combinacao de uma ilidgitbe alta da molécula e a disposicéo
dos residuos no sitio catalitico, culminou numailiss# bastante eficiente. Em pH 8,5, H5 e

C7 se encontravam desnaturadas.
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® Cc1 1 D9

o
4,0 4,550 55 6,0 65 7,0 7,5 8,0 85 9,0 9,510,0 60 65 7,0 75 80 85 90 95 100

pH pH

E1

T(°C)
8 8 3 8 8

4,0 45 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 85 9,0 9,510,0

pH

Figura 46 - Thermofluordas Xls do grupo E, no caso, C1 e D9 e E1. Graffedos no programa Origin 9
(OriginLab) de valores deJJem fun¢&o do pH.

Fonte: Elaborada pelo autor

Primeiramente, como ja observado na Figura 40, AB4eapresentaram atividade
enzimatica extremamente baixa para essas Xls gmw dfuestudadas, visto que grande parte
delas, em solucdo, ja se encontravam desnatur&itasanto, esses experimentos de
estabilidade térmica foram mais dificeis de serealizados para elas. As Xls desse grupo
apresentaram .5 baixos e com pouca variagdo em funcdo do pH. @amb a isso, as
atividades enzimaticas também néo tiveram bastexpeessividade. Vale notar que C1
mantém uma certa estabilidade térmica em pH agidem, para pHs basicos, a estrutura
sofre uma queda bem acentuada, o que ndo € milebde® em seus valores de atividade
enzimatica.

De maneira geral, pode-se notar claramente quaza&s pertencentes ao grupo B
foram as que apresentaram as mais altas temperataraelting (T,,), independente dos
valores de pH. Além disso, partindo de uma anafises ampla do resultado desses
experimentos, 0 que se esperava eram temperataiasparecidas dentre as Xls, ja que a
grande maioria é proveniente de organismo mesdfilms que foram submetidas ao
thermofluor, apenas a H5 [XI deThermoanaerobacter pseudethanolices F7 [XI de
Thermus thermophillissdo termofilicas). Entretanto o que se obsenavani temperaturas

mais altas (faixa dos 70 °C) para o grupo B, faiga 50 °C para o grupo C (excecdo a G5
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[XI de Flavobacterium johnsonidg no grupo D as temperaturas sdo mais altas caecéo
de C7 (XI deCoraliomargarita akajimens)s O resultado para o grupo E foi de temperaturas
medianas, entre 54 e 65 °C. Agora, considerandvabses de pH para os quais as
temperaturas deeltingsado mais altas, esses ficam perto de 7, mas |lexeraeido, isso para
0 grupo B e C. No grupo D, os valores de pH pamasres Ts situam-se na faixa de pH
basico, e 0 mesmo se observa nas amostras do [grupo

Como se pode observar pelos graficos, algumas easosfio apresentaram ogsT
para alguns valores de pHs, isso devido a desgatda amostra naquele pH. Mais adiante,
poderemos relacionar a estabilidade térmica demaguXls com as estruturas que foram
resolvidas por difracdo de raios-X em monocristal.

Algo importante a se comentar, € que as Xls sofndloiéncia de seus metais no sitio
ativo. Ja é reportado que os ions divalentes pieseIn sitio ativo dessa enzima interferem

tanto na atividade catalitica quanto na estabiédécdmica?®

4.7 Cristalografia

4.7.1 Testes de cristalizacéao

Os testes de cristalizagdo foram realizados utitizese o robd de cristalizagdo
(Honeybeg e os cristais das Xls lavaram um tempo médiorda semana para surgirem na
gota.

As figuras 47 e 48 apresentam alguns dos cristatisas e submetidos a coleta de
dados de difracdo de raios-X. A qualidade dos asis€ bastante variada. Cristais
considerados adequados para os experimentos de&difforam os das C9, D7, G1, G5, D2,
D3 e F5, pois séo cristais razoavelmente bem foomads trés direcbes. Alguns ndo foram
suficientes, pois ou eram muito pequenos e frageigpresentavam crescimento em apenas
duas direcdes (placas muito finas e agulhas), quaéd formavam um agregado de formas
cristalinas fusionadas. Nas figuras, os cristaigdob pertencem apenas a 16 das Xls deste
projeto. Para as demais que foram purificadas @das, os cristais até 0 momento nao
apareceram, ou necessitam fazer triagem kibsrdiferentes dos utilizados até o momento,
além de explorar pequenas varia¢des das condigsddtsl comerciais, 0 que dentro dessa
area se conhece por “abrir condi¢cdes”. Esses isrifteam submetidos aos experimentos de

difracédo de raios-X em monocristal.
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GRUPO B

c9

JCSG Plus

Condicdo: d6

Composicdo: Tris 0,1 MpH 8,5
MgCi2 0,2 M e PEG 8000 20%

~

”~
<\\j «
=
L

D7

PEG I

Condigao: H9

Composicdo: Acetato de Na0,1 M
Acetato de Mg0,05 M

PEG 8000 10%

GRUPO C
e e
Crystal Screen
Condigdo: c12
Composi¢do: TRIS 100 mM pH 8,0
MgCl 200 mM
PEG 8000 8% (m/v)

Al

Crystal Screen

Condigdo: g11

Composicdo: HEPES 100 mM pH 7,5
2-metil-2,4-pentanediol 70% (v/v)

Gl

PEG suite

Condigdo: d10

Composicdo: TRIS 100 mM pH 8,0
PEG monometil éter 550 25% (v/v)

=N

o

G5

PACT

Condigdo: c7

Composi¢do: HEPES 100 mM
Cloreto de Sadio 200 mM pH 7,0
PEG 6000 20% (v/v)

D2

PEGII suite

Condigdo: ¢9

Composicdo: MES 100 mM pH 8,0
MgCl 200 mM

PEG 4000 16% (m/v)

D3

ClassiscsL

Condigdo: ¢9

Composigdo: Acetato de Sodio 200 mM
TRIS 100 mM pH 8,0

PEG 4000 15% (m/v)

GRUPO E

ca

Crystal Screen
Condigdo: b3
Composicdo: Sulfato de
Amonio 200 mM

PEG 8000 30% (v/v)

Cacodilato de Sédio 100 mM pH 6,5

G3

PEG suite

Condicdo: d10

Composi¢do: TRIS 100 mM pH 8,0
PEG 8000 25% (v/v)

Figura 47 -

Cristais obtidos dos testes de cristalizacadoXdaspuras dos grupos B, C e E.

Esses cristais foram obtidos pelo método de gotimda em robd Honeybee.

Fonte: Elaborada pelo autor
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GRUPOD GRUPO A

G6

PEGII

Condicdo: d7

Composigdo: MES 0,1 M pH 6,5
PEG 4000 30%

c7

PEG ION

Condigdo: g2

Composi¢do: HEPES 100 mM
Acetato de Sodio 200 mM
PEG 3350 20% (v/v)

H5

INDEX

Condigdo: c7

Composi¢do: BIS-TRIS 100 mM
pH 6,5

PEG 3350 25% (m/v)

F4

Crystal Screen

Condigdo: b6

Composi¢do: Acetato de

Magnésio 200 mM

Cacodilato de Sodio 100 mM pH 6,5
PEG 8000 20% (v/v)

F5

Crystal Screen

Condigdo: c8

Composi¢do: Sulfato de Amdnio 2 M

B6

PACT

Condicdo: ¢7

Composi¢do: Acetato de

Sédio 100 mM

Cloreto de Cadlcio 200 mM pH 4,6
2-Propanol 10% (v/v)

Figura 48 - Cristais obtidos dos testes de cristalizacdo dapiras dos grupos D e A.

Fonte: Elaborada pelo autor

4.7.2 Coleta e processamento de dados de difracao de rsiX

Os conjuntos de dados foram coletados na linha M¥-2.aboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil). As Figudgse 50 trazem para cada conjunto que
foi coletado, uma imagem do padrédo de difracdoc@guntos ndo apresentaram aneéis de
gelo que prejudicassem um processamento inicials nsanples, e as reflexdes sao
caracteristicas da difracdo por uma rede cristatlaaproteina — reflexdes proximas e
geralmente em formato de meia lua. Uma boa coletalatios compreende o registro de
imagens com reflexdes (pontos) bem intensas e gjroceseja, deve-se evitar redes multiplas
e polimorfismos. Dependendo da qualidade do coojdetdados, a resolucdo da estrutura €
possivel ou ndo. No caso de C9, H2, C7 e F4, sdrgs de difracdo ndo foram capazes até
0 momento de gerar um modelo Unico satisfatoriavas da substituicdo molecular. C7 e F4
geraram muitas solucdes parciais apesar de su& regles pontos estarem bem definidos; H2
apresentou mais de uma rede na sua difracdo; @3etou pontos definidos, porém eles
desapareciam abruptamente mesmo em baixa resoleg@p a substituicdo molecular

ocorreu, porém, a densidade eletrénica ficou pi@car
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GRUPOE

1183 [3.8), 1.3TA

GRUPO B

i—“‘i‘m

c9

GRUPO D

F4 F5 Y

Tr 64 [0.9]., 7.23A

N
ﬂl

h:nl. uu-

Figura 49 - Padrdo de difracdo dos conjuntos de dados de akydas Xls pertencentes aos grupos B, D e E. As
imagens foram obtidas no programa ADXV.

Fonte: Elaborada pelo autor
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GRUPO C
D3 D2 G5

5 " 1: 34 [13). 3.804
I: 2% 10.0], 1.33A I; 47 [2.98). 2.504

o — -
’ﬂ' E

Pimwl] W 3003, 180.4
Pizel: 95,532 £ Fimal; 164,898

e

H2
G1

T 177 (.61, 1.03R

L

I: 18 10.01, 3.46R

|

Figura 50 - Padréo de difracao dos conjuntos de dados de akdas Xls pertencentes ao grupo C. As imagens

foram obtidas no programa ADXV.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os parametros de coleta encontram-se na Tabelaa-& lembrar que todos os
cristais foram testados e apenas alguns tiverant@gunto de dados coletados. Desses, 0s
melhores tiveram sua estrutura resolvida. Para reais que ainda nao tiveram o
experimento de difracdo de raios-X bem-sucedidofatese-4 reproduzi-los de forma
otimizada (cristais mais bem formados) a partifal@ertura” de condicdes de cristalizacao

encontradas na triagem inicial.
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Tabela 3 - Parametros e estatisticas das coleta e processsntos conjuntos de dados cristalograficos das

proteinas H2, C4, C9, C1, G5, D3, D2, C7, F4 e G1.

Parametros F5 D7 G5 D3 D2 Gl C4 C1
Grupo 1222 P21212, P4 c121 P1 PL2:1  P2122 P22,2
espacial
Moléculas na
unidade 1 4 1 4 8 16 4 2
assimétrica
Parametros
da célula
”r;'t&[')a 79,21 96,22 91,90 145,24 gi’gg 84,48 83,98 79,51
b () 112,01 141,43 91,90 7735 13061 ;iglgg 111,51 83,15
c® 13187 19506 11636 162,68 g  oreod 18500 136,13
. . B =110,01 B =82,07
Angulos (°) V= 65,68
Intervalo de

resolucéo (A)

46,17-1,90 49,20-2,39 30,63-2,45 46,73 -2,10 49,40-2,39 30,26 -2,45 47,6 -3,0 45,38-2,2

Intervalo de
maior (1,94 -1,90) (2,43-2,39) (2,45-2,41) (2,14 -2,10) (2,39-2,35) (2,49-2,45) (3,1-3,0) (2,29- 2,2)
resolucéo (A)
NEmED 3l 720 720 360 1200 1200 1800 360 720
imagens
AQ (°) 0,5 0,5 1,00 0,30 0,30 0,20 1 0,5
Mosaicidade 0,32 0,15 0,25 0,28 0,31 0,37 0,49 0,61
'\i;;reirgeze 46483 97690 35566 97781 33089 284381 36161 46284
nicas (2971) (4571) (4027) (4674) (4771)  (14157)  (4332)  (3865)
o 12,2 12,7 11,1
Multiplicidade 9,1 (8,5) 7,8 (4,6) w9 7 (25 2(18)  65(6,5) 122) .
Completeza 99,9 99,2 99,5 98,8 94,0 99,8 (99,7) 100 99,7
(%) (99,8) (95,1) (93,9) (95,8) (72,8) ' ' (100) (97,2)
RE 0,227 0,378 0,307 0,102 0,317 0,235 0,682 0,216
meas (1,149) @,7) (1,747) (0,479) (1,248) (0,732)  (2,491) (0,996)
dla(l)> 13,7(3) 105(1,8) 10(1,6) 7,5(1,7) 43(15 56 (16) 5.7 9.1
: 5 (1, : 5 (1, 3(1, 6 (1, 15) 1.9)
ER - Ykt |y STkt j=(Tnic)|
meas YhkiXjInklj

Fonte: Elaborada pelo autor

Os parametros destacados na tabela anterior @st@oitos na parte de Materiais e
Métodos. Da tabela, vale comentar que apesar deltpicidade de D2 estar relativamente
baixa em comparacdo aos outros conjuntos e dewvidewagrupo espacial, o seu modelo final
possui uma qualidade alta.
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4.7.3 Obtencao das fases e refinamento das estruturas stialogréaficas

O modelo empregado para resolugcdo da estrutura fde substituicdo molecular
isomorfica, fazendo uso de estruturas ja resolvaiaproteinas homologas depositadas no
banco de daddBDB: 1AOE (xilose isomerase dénermotoga neapolitangara as G1 (51%
de identidade sequencial), D2 (53% de identidadpiesgcial), D3 (46% de identidade
sequencial), G5 (52% de identidade sequencial) ¢C% de identidade sequencial); 1A0C
(xilose isomerase derhermoanaerobacterium thermosulfurigengsara Cl1 (51% de
identidade sequencial) e F5 (62% de identidadeesempi); e 1DID (xylose isomerase de
Arthrobacter sp para D7 (69% de identidade sequencial). Havidaaimais 2 conjuntos de
dados coletados (para C7 e F4), porém a substtungiecular deles n&do resultou em uma
solucéo unica. Uma das possiveis razdes é quarages resolucéo atingida ser satisfatoria,
a multiplicidade geral esta muito baixa (1,3 e figdpectivamente), e a substituicdo molecular
convergiu para varias solugdes parciais cujas dades eletrdnicas ndo eram satisfatérias.
Os conjuntos de dados dessas duas XlIs devem ségtaelos a partir de outros cristais, para
enfim resolver a estrutura com bons parametrodigstas. C9, apesar de a multiplicidade
geral ser boa (14), a substituicdo molecular regsulkm solucdo Unica com densidade
eletrbnica muito precaria, provavelmente pela coantio de uma resolugcéo néo tao alta (3,4
A) com outros fatores relacionados a estabilidadectistal no feixe, qualidade da rede
cristalina, etc. H2 apresentou um conjunto de ddédasma qualidade n&do muito boa, portanto
sua substituicdo molecular ndo convergiu para whg&o unica.

Através do programAutoBuild®® algumas das solu¢8es obtidas no progrBiveser
8 foram submetidas & construcéo parcial da estruaupartir da sequéncia de aminoécidos e
do mapa de densidade eletrénica da XI em queAfims esse procedimento, as estruturas
passaram por ciclos de refinamento (5 delas foedmadas, e outras 3 estdo em processo de
refinamento), um processo iterativo que envolve ifftaddo da estrutura baseado na
visualizacdo do mapa de densidade eletronica, ngrgma Coot®® e refinamento no
programaPhenix.refiné’

O monitoramento da concordancia do modelo com aogdaxperimentais foi
conduzido através da analise da variacao g@Rjuntamente com oR. Essas estatisticas
do refinamento de 5 delas e a validagéo no progidniBrobity*'® encontram-se na tabela
abaixo.
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Tabela 4 - ParAmetros de refinamento e validagdo das estmutnistalograficas de G5, D7, C1, F5 e D2,
obtidos no programBheniX’ e MolProbity**®

Refinamento G5 D7 C1 F5 D2
Intervalo de resolugéo 30,63 —-2,45 49,2-243 45,38-2,2 46,17-19 49,4-2,39
Riactor (%) 17,94 17,54 25,42 15,69 24,38

Riree (°) 22,81 21,20 30,40 18,76 31,04

Ramachandran favored (%) 99 99 97 99 98

Clashscore 3,23 3,1 13,4 3,24 10
B-fator médio (A% 13,6 30 34,8 15,2 16,4
R.M.S.D do ideal

Comprimento ligacées (A) 0,004 0,003 0,008 0,007 0,009

Angulos (°) 0,80 0,65 1,19 0,97 1,34

Fonte: Elaborada pelo autor

Para verificacdo do enovelamento geral, sem mudietalhes, a figura 51 contém os

mondmeros resolvidos durante este projeto, paBaxds.

Figura 51- Estruturas resolvidas das Xls C1, C4, D2, D7, EB,G1 e G5. As estruturas estéo refinadas, com
excecdo da C4, G1 e D3, que apenas tiveram unanmaéinto inicial. As imagens foram obtidas no
programa Pymol

Fonte: Elaborada pelo autor.



105

O enovelamento caracteristico de todas as Xlsrémknte conservado. O interessante
€ que mesmo D7 sendo uma Xl de classe |, vé-seacmueséncia natural de residuos da
extremidade N-terminal que existe nas Xls dessaselaa principio nado resulta
comprometimento em sdolding usual.

Observando a figura anterior, pode-se claramertt goe as 8 estruturas apresentam
0 enovelamento caracteristico dos mondémeros das oXlsseja, um dominio N-terminal
constituido de um barril alfa-beta e um dominice@rinal formado por uma longa al¢ca de
hélices e voltas. Algumas diferencas podem serrefbdas mais facilmente quando as
superficies desses monémeros sdo examinadas v&sualntom mais detalhes, como

mostrado na Figura 52.

Figura 52 - Superficies dos monémeros das Xls resolvidas fii@gdo de raios-X em monocristal. A diferenga
mais evidente pode ser vista no dominio C-terndaalmoléculas

Fonte: Elaborada pelo autor

A diferenca mais evidente desses mon6meros resididominio C-terminal, onde a
abertura ou o laco que a alca forma, que tem seantiao e alargamento variados.
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4.7.4 Oligomerizagao

O mondmero das Xls possui, como j& foi dito, umveteomento caracteristico, e ele
ndo apresenta atividade enzimatica, mesmo apresients residuos cataliticos e os metais
cofatores necessarios para a atividade. O quebseaté hoje € que apenas o dimero e o

tetramero apresentaram atividade enzimatica.

4.7.4.1 Tetr@dmero

O tetramero da Xl se forma a partir da “dimerizad@&odois dimeros”. O processo
pelo qual é formado o tetrdmero pode ser descatcsimples operacdes de simetria de um
mondmero, gerando um homotetramero com forma giokig aproximadamente 92 A de
raio médio na rede cristalina, medida realizadanegramaPymol (DeLano Scientific LLC).
Para todas as Xls resolvidas, o processo é o mesmt@) para generalizar, na figura 53
encontra-se a superficie tetramérica apenas deoBitjonada por eixos imaginarios verticais
e horizontais. Na figura, este tetrAmero esta fdomgor quatro cadeias, A, B, C e D, nas
cores, laranja, verde, azul e magenta, respectiviine

Figura 53 - Superficie do tetramero da XlI D7Johesia denitrificans rotacionado verticalmente e
horizontalmente. As quatro cadeias monoméricasegiresentadas por A (laranja), B (verde), C
(azul) e D (magenta).

Fonte: Elaborada pelo autor
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Termodinamicamente, a forma globular que apresesttenzima em solucgéo reflete
a caracteristica quimica dos residuos de cada nmeyndminda considerando sua disposicao
no espaco. Cada mondmero possui seu sitio ativoosoresiduos de coordenacao de metal e
residuos cataliticos dispostos na mesma regido,dérimos. Isso entdo nos leva a pensar
gue de fato o bolsdo catalitico da XI apenas saedarom a juncdo de dois mondmeros (e de
forma completa quatro monémeros), como mostraddigwaa anterior. Na Figura 54,
podemos verificar a disposicdo dos monémeros panaair o0 tetrdmero final. Mas é
interessante pensar que a formacdo do tetramercac@uece com a juncdo dos quatro
mondmeros ao mesmo tempo, e sim, ocorre a forndggdimeros e esses se juntam para a
formacao do tetramero final. A tentativa de descajual dos dimeros possiveis seria um
dimero com atividade enzimatica pode ser maisidiftcque se parece, pois envolve muitas

variaveis.

Figura 54 - Disposicao dos mondmeros de XI na formacao tlanero ABCD. A sendo laranja, B verde, C
azul e D magenta. Neste caso, esta sendo mostitattdmero da D7

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.7.4.2 Dimero biolégico

A partir da resolucdo de estruturas cristalografida XlIs, podemos sempre obter,
tanto por operacdes de simetria quanto por inveegiy da unidade assimétrica, uma
combinacdo de dois mondmeros formando um dimerguéstdo € que, pensando dessa
forma, obtemos 3 dimeros mais provaveis e difeseatdre si, como mostrado na figura a
seguir. Esses dimeros estdo dispostos da formaejeacontram no tetramero, combinados
dois a dois, e sdo conhecidos por nomes que véfigwlas do cotidiano. Considerando o
tetramero ABCD da Figura 54, os dimeros mais preigage serem o dimero biolégico das

Xls estéo exibidos na figura abaixo.
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Borboleta

90°

Figura 55 - Dimeros mais provaveis para Xls. Neste caso, @4& sendo mostrada na figura. Esses dimeros
sdo mais conhecidos e consequentemente nomeadis fiipiras que parecerBorboleta é
formado por A/Cdiagonalé formado por A/D €9 ou Yin Yangé formado por A/B. As pequenas
regibes em vermelho mostradas correspondem asfisiggedos residuos cataliticos. Os dimeros
laterais sdo nada mais que os dimeros centrasansalos de 90°.

Fonte: Elaborada pelo autor

Por uma andlise apenas combinatéria, os trés dipasmeros poderiam existir, mas o
gue se questiona € qual desses seria o dimeragyisiml(com atividade enzimatica). Até o
momento essa resposta ndo foi encontt&da® Entretanto, podemos relacionar aos
diferentes dimeros caracteristicas que nos perndtatisar qual seria esse dimero bioldgico.

Tais caracteristicas podem ser: area exposta aeense] interacdes intermoleculares
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(hidrofébicas ou polares), contatos de sitios ttatas adjacentes, etc. Isto é, se formos
considerar apenas a superficie de oligomerizacéoe(tacao), ou seja, a quantidade de
interacbes polares e de hidrogénio que estabdizam dimero, muito provavelmente as
estruturas escolhidas seriam as formadas pelo f&a6® ou Yin Yang. Entretanto, o par
A/C (borboletg é o Unico que permite contato dos dois sitioalit@bs dos mondmeros (o
gue poderia influenciar ou néo de alguma forma).
Na tabela 5 estdo reunidos alguns desses resultdnimlos através do servidor

PISA', uma ferramenta util para andlise de interfacesronaoleculares e predicdo de

estrutura quaternaria. Esses resultados pertendm(4l de classe I) e G5 (XI de classe

II), mas que podem, de certa forma, representaneoagontece para as demais Xls de

classe l e Il.

Tabela 5 - Interagbes que ocorrem na interface entre doisdmeros na formagdo dos possiveis dimeros
bioldgicos das Xls, neste caso, essas interacdEnpem a D7 e a G5

A rea de

Cadeias | TOCEY  nterface (B)  NRETES N o Covaantos
A eGBsde 79 e 79 4330 e 4330 8 40 491
A eDB7de 88 e 86 4692 e 4696 10 52 645
A eGCSde 26 € 26 1336 e 1336 4 18 169
A eDC7 de 30 e 28 1716 e 1706 2 10 123
A eGDsde 37637 1862 e 1862 8 30 239
re de 32632 1811 e 1803 6 20 170

Fonte: Elaborada pelo autor

Para de fato saber qual dos dimeros é o que afaegendade enzimatica, ou mesmo
se os trés apresentem, deve-se quantificar a angugi é liberada ou absorvida quando se
formam ou se rompem essas intera¢cfes todas, padmdim estado em que ha apenas um
tipo de dimero em solucdo e depois h4 apenas mooén# dificuldade reside, porém, em
subtrair a energia liberada na agregacédo dos man8rimestaveis.

Partindo de uma abordagem diferente que descoasadanteracdes que ha entre dois
mondmeros na formacdo do dimero, e considerand@a agsurgimento do tetramero, vé-se
gue a formacao deste é facilitada quando se paltedois dimero9 ou Yin Yang Isso fica
evidente pois envolve apenas a justaposicdo de diai®eros quase planares, o que é

intuitivamente mais facil que juntar os outros dbisrboletae diagonal (Figura 55). Além
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disso, nota-se que na formacdo dim@®p existe a ancoragem doop C-terminal de um
mondémero A e uma das hélices do barril do monénierd&sse acoplamento estabiliza
mecanicamente a regidao C-terminal, uma regido gresanta naturalmente uma mobilidade
maior comparada ao resto da enzima. O interessamge no inicio desse dominio C-
terminal, existe um residuo de Asp essencial nadenacdo de M1 (e também na catélise);
portanto, supde-se, que ao se apresentar sob a fapenas monomérica, com cauda C-
terminal ndo fixa, esse residuo Asp de que estdiadasdo ficard também sujeito aos
movimentos da cauda C-terminal, gerando um mondémeeo atividade catalitica
comprometida. J& quando ocorre a estabilizacastdat@wa com a formacdo do dimero mais
provavel 69 ou Yin Yang que possui mais interagcdes favoraveis), a aus&w®cimovimento
de C-terminal permite que se forme a geometricetadme coordenacdo de M1, gerando um
dimero ativo. Na formacédo do tetramero, os doiseddsm mantém a sua configuracéo,
gerando da mesma maneira, um tetramero ativo.

As outras duas configuracfes diméricadiégonale aborboletg provavelmente nédo
possuiriam atividade catalitica, ja que a caudar@ihal ndo é fixa para ambas (menos fixa

paraborboletaque paraliagona).

4.7.4.3 Sitio catalitico

O sitio ativo das Xls é bem conservado dentre f&sedites enzimas, e seu estudo
envolveu, durante anos, modifica¢cdes de residuoenénrados localizados dentro desse sitio e
em seus arredores. Alguns estudos também mostravét@ncias da presenca de dois
residuos essenciais: histidina e carboxildtd® **Apesar da importancia comercial da XI na
iIsomerizacao de glicose em frutose, estudos solmneaanismo de acdo dessa enzima nao
foram muitos, porém alguns ja sdo bem conclusivvesca do mecanismo conhecido por
hydride shift(deslocamento do hidretd)®>**1*°0s cations de fons metdlicos variam de
enzima para enzima, mas ambos ainda sdo necespar@sa catalise. Entretanto, para
diferencia-los, chamamos M1 de cation estruturM2de catalitico. O cation estrutural é
chamado assim devido sua ligacdo com a manutercéstabilidade térmica da enzima; ja o
cation catalitico ganha essa denominacgéo pois eleée fica mais préximo de C-1 e C-2
durante a catélise, e ndo tem sua geometria ddexwagao alterada durante o processo.

Durante a catélise, € comum entdo que a geometr@mardenacdo desses metais no
sitio ativo se altere — no caso, para diversas Xigue se espera (e 0 que se observa) € a
alteracéo da geometria de coordenacgédo do metal Emd/manutencdo em M2.
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Abaixo, na tabela 6, encontram-se dados das estsutesolvidas de 5 Xls que ja
foram refinadas. Nelas pode-se observar a direitalltes no sitio ativo, como interacdes de
residuos com os cétions de ions metalicos, aléam@emolécula ligante (em C1, apenas). Na
figura 56, sdo apresentadas imagens da regidotidel@rao bolsédo catalitico da enzima, uma
visdo externa da superficie do monémero das X €ssas diferentes estruturas, o volume
das cavidades onde situam-se os residuos catlfic@alculado no servidor CAST e

encontra-se na tabela abaixo.

Tabela 6 - Volume da cavidade de entrada para o sitio ata® X1, de apenas um mondmero, com raio de
procura configurado para 2 A. Essa cavidade alrigalséo catalitico, representado pelos residuos
cataliticos e os de coordenacao de metal de cada Xl

XI Area (R?) Volume (A3)
C1 894,0 1864,4
D2 599,4 1232,2
D7 865,8 1537,0
F5 583,1 1314,4
G5 564,9 1185,3

Fonte: Elaborada pelo autor

A principio, esses volumes apenas traduzem qutiwditaente o acesso do meio
externo da enzima ao seu bolséo catalitico. Ptagpnetacbes mais completas, € interessante
obter estruturas com inibidor ou outros ligantedl@yos ao substrato da enzima, pois desta
forma, as modificagbes que ocorrem apoOs ocupacacititn ativo podem refletir um

comportamento estratégico da propria enzima, cdasbesia e/ou cooperatividade.
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4.74.3.1 C1 -Xilose isomerase de Escherichia fergusonii

O sitio catalitico de C1 (Figura 56) apresentotognés de magnésio e uma molécula
de etilenoglicol (EDO).

Figura 56 - St divu Ud U L iAnuses tsuitierase Getrerihiateryosunu Latu esquetuu *tetanigs ua'feyido
do sitio ativo, com destaque para os residuos agent coordenacdo com metal, os dois residuos
cataliticos Asp-104 e His-101, uma molécula demtiglicol e 2 atomos de magnésio (M1 e M2).
M1 possui uma geometria de coordenacdo octaédit?, ¢etraédrica. Lado direito - vista externa
da regido de acesso para o sitio ativo da molébukgens geradas no programa Pymol (DeLano

Scientific LLC)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dois atomos de magnésio sdo denominados M1 epd3, diferencia-los. No
uniprot, por conservacao da estrutura primaria,déile fazer 4 coordenacdes com residuos
Glu-232, Glu-268, Asp-296 e Asp-339 (geometriaatadrica na auséncia do substrHjp
porém com a presenca de EDO, M1 ganha duas cogfiEshaom essa molécula e outra com
uma molécula de agua, porém perde a coordenacdoAsmR296, resultando em uma
geometria octaédrica (assim como se a moléculalostrato estivesse ligada ao sftfp J& o
segundo magnésio, pela mesma andlise feita no dinggrresenta uma substituicdo de uma
coordenacdo com Asp-309 por uma com uma molécuégda (a distancia entre M2 e Asp-
309 em C1 é de aproximadamente 4 A), mantendo mejea tetraédrica de coordenac&o.
Em relacdo ao volume do bolsdo catalitico, podeesdicar visualmente que o acesso a
cavidade é mais exposto comparado as outras Xlgradas nesta sec¢do (quantitativamente
representado na Tabela 6).
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4.74.3.2 D2 - Xilose isomerase de Saccharophagus degradans

O sitio catalitico de D2 (Figura 57) também apresatois atomos de magnésio,

coordenados pelos residuos presentes no bolséibicata

Figura 57 - Sito diuvu Uad"0 L (Rnosé sotrerase Sacdiiaropriayus uegraugudadiv esyuetuu * tetanids da
regido do sitio ativo, com destaque para os residue fazem coordenacdo com metal, residuos
cataliticos Asp 110 e His 107 e 2 atomos de magr(®l e M2). Lado direito - vista externa da
regido de acesso para o sitio ativo da moléculabosnos magnésios tém uma geometria de
coordenacéo tetraédrica com residuos do bolsétiticatalmagens geradas no programa Pymol
(DeLano Scientific LLC).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A geometria de coordenacdo do magnésio estrutMBl € tetraédrica, representada
por interacdes de hidrogénio com residuos Asp-84p;302, Glu-274 e Glu-278. A mesma
geometria de coordenacéo pode ser encontrada jpaagreésio catalitico (M2), que apresenta
interacdes com os residuos Asp-315, Asp-313, GAuHis-277. Nessas estruturas nao
havia moléculas de &guas estruturais nessa refgizendo interac6es os dois atomos de

metais, 0 que é bastante comum nessas enZimas.
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4.7.4.3.3 D7 - Xilose isomerase de Jonesia denitricans

A Xl de Jonesia denitrificangFigura 58) apresentou dois &tomos de magnésiseem
bolséo catalitico. Pela alta conservacao de residataliticos e residuos de coordenacao de
metal nessas enzimas, no Uniprot, quando se pes@ei® gene que codifica para D7,
aparecem previamente alguns dos residuos que elossivte fardo coordenacdo com metal

dentro do sitio ativo.

Figura 58 - Stiv divu Ud\J ~(Rnosés rsutrerase denesa Ueittifncans Ladu esyueiuu *tdtamés ua‘feylav do
sitio ativo, com destaque para os residuos quenfam®rdenacdo com metal, residuos cataliticos
Asp 54 e His 51 e 2 4&tomos de magnésio. Os atomasagnésio tanto em M1 quanto em M2
apresentam coordenacdo octaédrica, devido as dfieevade hidrogénio cada um com mais seis
atomos mais préximos. Lado direito - vista extetaaegido de acesso para o sitio ativo da enzima.
Imagens geradas no programa Pymol (DeLano SciehtifC).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Dois residuos que ainda ndo estavam assinadosaparardenacao, Asp-252 e Asp-
254, nessa estrutura, estdo interagindo com o netalM2. As duas geometrias de
coordenacdo sdo octaédricas, incluindo interacaloidiegénio com uma molécula de agua
cada um dos metais. A D7 foi a Xl que apresentoiomaividade absoluta, porém, até o
momento, ndo é possivel fazer uma ligacao estesitee 0 que vemos aqui em seu sitio
catalitico (e ndo vemos no sitio de outra Xl coivigdade relativamente menor) e seus valor

de atividade enzimatica.
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4.7.4.3.4 F5 - Xilose isomerase de Ruminococcus champanellensis

F5, assim como D7, possui atividade catalitica b (atividade 6tima de 5 U/mg).
Entretanto, uma diferenca nesse perfil de atividedale no comportamento dessas enzimas
frente a variagdo de pHs. Para F5, existe um phiodthem definido (pH 6,0), jA D7 a
atividade catalitica se mantém aproximadamente duinty a partir de pH 6 (até pH 10,
limite superior do experimento). Porém a principiajnica diferenca marcante que podemos
apontar entre as duas estruturas € que no bolsdbtica de D7 existem apenas duas

moléculas de agua estruturais, ja em F5, sdo Sclakde agua (Figura 60).

Figura 59 - Sio divo UL ESPAnos e sutrerade Rt icuctus Urrerrnpeleidi)sbadio esyueiuu dtan i€s ua
regido do sitio ativo, com destaque para os residue fazem coordenacdo com metal, residuos
cataliticos Asp-103 e His-100 e 2 atomos de magn@dilL e M2). A geometria molecular de
coordenacdo de M1 é octaédrica, auxiliado por middécde agua estruturais, e M2 apresenta
também geometria octaédrica em sua coordenacabétarauxiliada por moléculas de agua. Lado
direito - vista externa da regido de entrada pasdtio ativo da molécula. Imagens geradas no
programa Pymol (DeLano Scientific LLC).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.7.4.3.5 G5 - Xilose isomerase de Flavobacterium johnsoniae

A estrutura da G5 representada na figura 60 masdta bolsdo catalitico, cujos
residuos polares presentes fazem coordenacédo dsncatmns de ions metalicos. Além da

coordenacao que é feita principalmente atravésafiduos em destaque, moléculas de agua

a complementam, gerando duas geometrias octaédoaasior de M1 e M2.

Pigura 60 - St duvu b \SSknuse 1isuirrerase flavobaceeriuny’ jdnnsunigelLadv esyueiuo *tdtanids ua
regido do sitio ativo, com destaque para os resique fazem coordenacdo com metal, residuos
cataliticos Asp-109 e His-106 e dois atomos de ltmbideste caso, o cobalto em M1 possui uma
geometria de coordenacdo octaédrica e o segunddyiznele também possui geometria de
coordenacdo octaédrica. Lado direito - vista estata regido de acesso para o sitio ativo da
molécula. Imagens geradas no programa Pymol (DeBaremtific LLC).

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7.5 Modelagem por homologia

Das 25 Xls que foram produzidas neste projeto, ppemas 8 delas obtivemos um
bom conjunto de dados de difracdo de raios-X quenipig a resolucéo da estrutura (com 5
delas refinadas). Ou seja, 17 XIs ndo apresentamt@ss resolvidas ainda. Entretanto,
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sabe-se que podem ser gerados modelos estrutuglaiseenhsionais baseados no alinhamento
sequencial dessas Xls com outras que ja possueamuess resolvidas.

Esses modelos podem ser gerados remotamente pa@erigo integradoonline,
chamaddswiss-Modelvorkspacghttp://swissmodel.expasy.org/workspagkimo acesso em
outubro de 2016Y:81%°

Esses modelos podem ser validados comparando esdigalizadas de proteinas que

ja possuem estrutura resolvida (conjunto de tregmaa). OSwiss-Modelvorkspacepossui
um RMSD médio para modelos gerados de acordo caoienéidade sequencial entre estes e
as estruturas usadas como referéncia. Para idéesidsequenciais acima de 40%, o RMSD
médio das posicdes dos carbomosai diminuindo a partir de 3,5 A. Além disso, passa
faixa de identidade sequencial, 0 modelo apresemtainimo 60% de posi¢cbes equivalentes
dos &tomos do conjunto treinamento.

As Xls F5, C1, D2, G5 e D7 fazem parte do conjutgdreinamento deste projeto, e a
sobreposicao dos modelos gerado$wiss-ModeWorkspacecom suas respectivas estruturas
resolvidas encontra-se na figura 61. A tabela Aémonos valores de RMSD médio para
deslocamento dos atomos para as 5 sobreposi¢c@ageAs sobreposicdes foram realizadas
no programauperposé? um programa para alinhamento estrutural baseadwerhinacao
de estrutura secundaria. Basicamente, o programpergie duas ou mais estruturas de
proteinas por uma combinacdo de graficos geradpsrér de elementos de estrutura
secundaria, complementado iterativamente por atieinéo tridimensional da cadeia

principal.
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Figura 61 - Sobreposicdo das estruturas resolvidas (verde) de C1, D2, D7, F5 e G5 aos seus respectivos modelos delos
gerabios por nomologia no setviadr ‘swiss-iviotel wlammagens geragas no programa rymol
(DeLano Scientific LLC).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As sobreposicOes entre as estruturas reais, obpdasdifracdo de raios-X em
monocristal de proteina, e os modelos gerados porologia no servidor Swiss-Model,
geraram valores de RMSD médios para os desvio®siggn dos atomos (em angstrons) das
estruturas sobrepostas. Portanto, através doda@ssilexibidos na tabela abaixo, podemos

validar positivamente os modelos que foram gerpdofiomologia para as Xls deste projeto.

Tabela 7 - Desvio da raiz média quadratica (RMSD, do ingtéet mean square deviatipnlo deslocamento
dos atomos das estruturas cristalograficas sol@poe espago. Resultado obtido com o programa

Superposé®
Estruturas ClecCy D2 e D2* G5 e G5* D7eD7* F5eF5*
sobrepostas
Atomos C alfa (&) 0,84 0,72 0,7 0,77 0,98
Atomos cadeia 0,93 0,76 0,72 0,78 0,96
principal (A)
Todos os atomos (A) 1,06 1,21 1,24 1,26 1,44
*Swissmodel

Fonte: Elaborada pelo autor

As diferengas na posigéo dos residuos catalitiates @ordenacdo de metal exibidos
na Figura 61, podem ser comprovadas, em médias paltos da Tabela 7. Para D2, G5 e D7,
0s modelos gerados por homologia foram bem fidedigros reais (por difracdo de raios-X),
da mesma forma, porém com representacdo um poigminos modelos gerados para Cl1 e
F5 também sdo adequados.

Fazendo uma comparacao entre os 5 monémeros da#tatlas, obtidos por difracéo
de raios-X, podemos verificar que uma se sobrepdetra de forma adequada, mesmo D7
sendo uma Xl da classe | e as demais de clasNa Figura 62, podemos apontar claramente
gue o residuo Asp-5 é o0 que mais difere entre astrbituras analisadas. Adicionalmente,
podemos também dizer que D7 foi a Xl que mais aptes desvio em relacdo as outras 4,
principalmente em Asp-4, Asp-5 e Glu-2. O residgp-252 em D7 € o equivalente ao Asp-5
da imagem; esse residuo € o “protagonista” da skegetapa da isomerizagdo da D-xilose em
D-xilulose no sitio ativo da Xl (vide a secéo Intugdo e Figura 15 explicativa do mecanismo
de reacdo das Xls). O fato de D7 ter apresentagwior valor absoluto para a atividade
enzimatica especifica pode ter alguma relacdo caonfiguracdo espacial desse residuo,
entretanto, para uma analise mais adequada, devenrggarar estruturas resolvidas dessa
enzima na forma apo e na forma ligada (com inib@d@ogo ao substrato no sitio ativo).
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ASP-1 - catalitico

ASP-4
ASP-3

HIS-1 - catalitica
ASP-2

GLU-2 ASP-5

GLU-1

HIS-2

Figura 62 - A esquerda, encontram-se sobrepostas no progrgmal Psobreposicéo previamente realizada no
programa SuperpoSd) as 5 estruturas resolvidas (C1, D2, D7, F5 e @5jireito, é destacada a
regido do sitio ativo das Xls, mostrando os dos$dugos cataliticos (His-1 e Asp-1) e os residuos
que comumente fazem a coordenacdo com cétion dadalico (Asp-2, Asp-3, Asp-4, Asp-5, His-
2, Glu-1 e Glu-2). As 5 estruturas estdo repredastam diferentes cores — verde (D7), ciano (D2),
laranja (G5), vermelho (F5) e rosa (C1). Imagensdps no programa grafico Pymol (DeLano
Scientific).

Fonte: Elaborada pelo autor

Por fim, diversos experimentos servem para descregemportamento das diferentes
Xls de forma isolada. Apesar de o numero de Xlseng®jeto ter sido razoavelmente grande
(partindo de 96 sequéncias génicas e obtendo 78sgelonados, e a partir desses, 25
proteinas produzidas de forma sollavel), a cartilbaexperimentos deve ser completa. Ou
seja, para as 24 Xls, experimentos que foram eslliz para D7 e G5 (duas com maior
namero de resultados) devem ser realizados paes,toé medida do possivel, através dos
guais, poderemos gerar conhecimento mais embasaoaadas Xls. O comportamento
catalitico das XlIs é um resultado combinado derdasevariaveis, que envolvem ndo somente
apresentar ou nao o0s residuos assinados comoticasalie sim, dispor das interacbes
convenientes de atomos tanto na interface de diagd quanto nas proximidades do
solvente; além disso, alguns outros residuos “cwadies” desempenham um bom papel na

ativacdo dos que estao ligados diretamente asatali
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os estudos iniciais deste projeto consistiram recdwextensiva de xilose isomerases
sem estrutura de alta resolucdo publicada. Foramal@@s selecionados, de diferentes
microrganismos fonte. Dos 96 iniciais, 72 forammeldos com sucesso através da técnica LIC
em high throughput.A producdo heterdloga dessas enzimas de formaeddioi possivel
apenas para 24 delas; e através de alinhamentiplmdlas sequéncias de aminoacidos dessas
XlIs bem-sucedidas, elas foram divididas em grupgesA a F. Essa divisdo nos permitiu
estabelecer comparacdes mais claras entre essamgnalém de facilitar o entendimento de
resultados de experimentos realizados. Por exemplgrupo A e B foram reunidas as Xls da
classe I, e as demais foram alocadas grupos restdatlas da classe Il. E de maneira geral,
as integrantes do grupo B foram as que apresentaaor valor de atividade especifica na
média, acompanhadas de uma estabilidade térmmail seja, se para muitas enzimas a
flexibilidade de sua estrutura € fator ultil paa sitividade enzimatica, para essas Xls, a ndo
suceptibilidade da estrutura terciaria as varidebesento de temperatura refletiram ser
guesitos importantes para se ter uma atividadangiizia apreciavel. Isso pode ser talvez
explicado pensando no dominio C-terminal de seusdbmeros, a cauda de hélices e voltas,
cuja flexibilidade pode interferir negativamente Mmamacdo dos dimeros ativos e
consequentemente tetrameros ativos. Na extremibla@minal desse dominio situam-se
residuos de acido aspérticos cruciais na catalieemdtica, cujas posi¢cdes no bolsdo
catalitico de certa forma podem sofrer desviosupiejais ao curso padrdo da reacgdo.
Também neste conceito e a luz das discussdes queeeeram durante o desenvolvimento
deste projeto, as duvidas sobre qual seria o dibelégico dessas enzimas e o0 porqué de a
forma monomérica ndo apresentar atividade enzimfdiam extintas.

Através da resolugcdo de estruturas cristalografitasigumas das Xls, vimos que a
conservacao tanto dos residuos cataliticos quamgoqde participam da coordenacédo de
metal, ela é acompanhada da conservacdo das posigpaciais desses residuos no bolséo
catalitico, preparando a geometria e a configurdediateracées convenientes a ocorréncia da
reacdo. Reacéo esta cujo mecanismo envolve o desmto de hidreto mediado por metal.
Os dois cations de ions metalicos sdo necessaai@s giividade completa das Xls, um
estruturalmente (ajudando a manter o substratoitim aivo) e o outro cataliticamente
(interagindo e aumentando reatividade dos residuesde fato participam da reagdo de
iIsomerizacao). Para as XIs que nao tiveram suast@sts de alta resolugdo obtidas, uma
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ferramenta Util para contornar essa deficiénciaepédr utilizada — a modelagem por
homologia. Mas para validar essa possibilidade aenXls, foram sobrepostas as estruturas
cristalograficas refinadas obtidas neste projetomn cdestaque para os residuos mais
importantes no bolsdo catalitico, e os modelosdgsrgpor homologia. As sobreposicdes
foram bem-sucedidas, ja que as posi¢cdes dos rastiuambas corroboraram. Ou seja, para
futuras analises, as quais dependeriam apenaspkecdo de estruturas de alta resolucdo que
nao foram obtidas, os modelos gerados por homosagiam bastante confiaveis e Gteis.

A clareza no entendimento da relacdo estruturédatie dessas Xls possibilitara o
desenvolvimento de engenharia de Xls com atividatieszadas, para emprego no processo
de aproveitamento da fracdo hemiceluldsica da tBemaegetal. Estudos como estes fazem
parte da busca por maiores visibilidade e recont@tio dos quais o etanol de segunda
geracao precisa para ser competitivo e promissceail@ade brasileira num futuro préximo.

Aa conducdo do projeto permitiu tirar conclusdesaigee especificas importantes
acerca das Xls e abriu portas para mais possiddslale estudo, além das que ficaram
remanescentes (ndo concluidas) a partir dos obgethiciais. Podemos dizer que objetivos
nao concluidos podem ser entendidos, a bons atbos) primeiras perspectivas futuras de
um projeto, j& que muitas outras surgem durantew desenvolvimento. Para clareza de

entendimento, algumas séo listadas abaixo:

1. Os experimentos que foram realizados apenas pgranat Xls deveriam ser
realizados para todas as 24;

2. Realizar testes completos de inibicdo pof Cailitol e etanol, buscando enzimas
com propriedades compativeis as exigéncias impgsths processo industrial
brasileiro;

3. Conduzir engenharia de XlIs gerando mutantes conpripgades bioquimicas
otimizadas;

4. Imobilizar XlIs otimizadas e analisar suas carasfiegls enzimaticas e bioquimicas
nessas condi¢oes;

5. Produzir hidrolisado hemiceluldsico de bagaco deassando pré-tratamento acido
e/ou hidrotérmico;

6. Realizar fermentagdo de hidrolisado hemicelulésgando isomerizagdo com Xls e
leveduras comerciais e industriais na presencadoude mosto de cana em escala

laboratorial;
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7. Avaliar dependéncia da eficiéncia de fermentacdon goarametros de pré-
tratamento; concentragao de XIs; composicdo de neifiermentacdo e quantidade
de leveduras aplicadas e possibilidade de rewéizalas Xls junto com leveduras.

8. Por fim, finalizar manuscritos iniciados, iniciaracrita de outros e publica-los em
revistas cientificas
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