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RESUMO

SERPA, V.I. Producdo e -caracterizagdo de proteinas do complexo celulolitico de
Trichoderma harzianum, envolvidas na hidrolise enzimatica da biomassa. 2012. 166p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Carlos, 2012.

Celulases tém atraido muito interesse nos ultimos anos devido a sua habilidade na
bioconversao de material lignocelulolitico em glucose, a qual pode, entdo, ser convertida a
etanol por fermentagdo. O complexo celulolitico capaz de degradar a celulose consiste de
varias enzimas (principalmente celulases e B-glucosidases) e proteinas auxiliadoras, que
atuam em sinergismo para eficientemente hidrolizar a biomassa. Nesse estudo, investigou-se
a hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-agiicar pré-tratado utilizando enzimas
produzidas por 7. harzianum e enzima comerial. O rendimento de hidrolise foi avaliado
quanto a diferentes niveis de deslignificacio de biomassa, graus de cristalinidade da
celulose, composi¢ao dos coquetéis enzimaticos ¢ adicdo de BSA. Estudos de difragdao de
raios-X mostraram que a cristalinidade da lignocelulose nao ¢ um fator determinante na
recalcitrancia ao ataque enzimatico. Além disso, a adicdo de BSA ndo teve qualquer efeito
no rendimento da hidrélise. O mais eficiente coquetel enzimatico foi obtido misturando o
preparado comercial com o produzido pelo 7. harzianum (rendimento acima de 97%). Esse
desempenho estd, provavelmente, relacionado com niveis adequados de B-glucosidases e
xilanases no coquetel. Devido a essa eficiente atividade celulolitica, o fungo 7. harzianum
tem um grande potencial em aplicagdo para hidrolise de biomassa. A celobiohidrolase I, uma
exoglucanase, ¢ a principal enzima secretada por esse fungo (cerca de 60% do total) e nesse
estudo ela foi expressa em bioreator, purificada por cromatografia de troca idnica seguida de
gel filtracdo e caracterizada bioquimica, biofisica e estruturalmente. Conforme confirmado
por SAXS, tanto a CBHI inteira quanto seu dominio catalitico, obtido por digestdo parcial
com papaina, sio monoméricos em solucao e apresentam distancia maxima (Dmax) de 110 e
60 A, e raio de giro (Rg) de 20 e 27A, respectivamente. Os resultados indicam que o linker é
flexivel em solu¢dao e confirmam o formato de girino da enzima. A CBHI possui atividade
méaxima em pH 5.0 e temperatura de 50°C, com atividade especifica contra Avicel® e pNPC
de 0,28 and 1,53 U/mg, respectivamente. Outras celulases de interesse foram também
expressas para caracterizacdo, no entanto, para essas, foi utilizado o sistema de expressao
heter6loga em Aspergillus niger ou Pichia pastoris. O dominio catalitico da endoglucanase I
de T. harzianum foi expresso em A. niger. A proteina tem atividade especifica contra CMC
de 15,8 U/mg e pH e temperatura 6tima de 3 e 50°C, respectivamente. A proteina ¢ estavel
nessas condigdes em até 3 dias de incubagdo (dados de ensaios de atividade residual).
Estudos biofisicos de deslocamento térmico e dicroismo circular apresentaram alguns
parametros de estabilidade de estrutura terciaria e secundaria, respectivamente. A proteina
perde estrutura tercidria regular, em pH 5, em torno de 30°C mas sua estrutura secundaria ¢
desordenada somente em pH 9 (quando a 25°C). Experimentos de dicroismo circular
também indicaram a composi¢ao de estrutura secundaria do dominio catalitico da EGLI de
6% de a-hélice e 42% de folhas-p.

Palavras-chave: Celulases; Trichoderma; hidrdlise de biomassa; expressdo heterdloga.






ABSTRACT

SERPA, V.I. Production and Characterization of proteins from the cellulolytic cocktail of
Trichoderma harzianum , involved in enzymatic hydrolysis of biomass. 2012. 166p. Tese

(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Carlos, 2012.

Cellulases have attracted an outstanding interest in the recent years because of its ability in
the bioconversion of cellulose-containing raw materials into glucose, which can then be
converted into ethanol by fermentation. The cellulase complex able to degrade cellulose
consists of several enzymes (mainly cellulases and B-glucosidases) and auxiliary proteins,
which act in synergism to efficiently solubilize the biomass. In this study, we investigated
the enzymatic hydrolysis of pretreated sugarcane bagasse using crude enzyme extracts
produced by Trichoderma harzianum as well as from the extract in combination with a
commercial cocktail. The influence of different levels of biomass delignification, degree of
crystallinity of lignicellulose, composition of enzymatic activities and BSA on enzymatic
hydrolysis yields was evaluated. Our X-ray diffraction studies showed that crystallinity of
lignocellulose is not a key determinant of its recalcitrance toward enzymatic hydrolysis. In
fact, under the experimental conditions, an increase in crystallinity of lignocellulosic
samples resulted in increased glucose release by enzymatic hydrolysis. Furthermore, under
the same conditions, the addition of BSA had no significant effect on enzymatic hydrolysis.
The most efficient enzyme blends were obtained by mixing a commercial enzymatic cocktail
with 7. harzianum cellulase preparations (above 97%). Increased hydrolytic efficiencies
appeared to correlate with having an adequate level of both B-glucosidase and xylanase
activities in the blends. Due to its elevated cellulolytic activity, the filamentous fungus 7.
harzianum has a considerable potential in biomass hydrolysis applications. The
cellobiohydrolase I, an exoglucanase, is the main enzyme secreted by this fungus (about
60% of total) and in this study we have expressed, purified and performed an initial
biochemical, biophysical and structural characterization. As confirmed by small angle X-ray
scattering (SAXS) both full-length CBHI and its catalytic core domain (CCD), obtained by
partial digestion with papain, are monomeric in solution and they have Dmax of 110 and 60
A, and Rg of 20 and 27 A, respectively. The results indicate that the linker is flexible in
solution and confirmed the tadpole shape of the enzyme. CBHI displays maximum activity at
pH 5.0 and temperature of 50 °C, with specific activities against Avicel® and pNPC of 0,28
and 1.53 U/mg, respectively. Other celulases were also expressed, however, for them we
have used the heterologous expression system in Aspergillus niger and Pichia pastoris. The
catalytic domain of endoglucanase I from 7. harzianum was expressed in 4. niger and
partially characterized. The protein has specific activity against CMC of 15.8 U/mg and
optimum pH and temperature of 3 and 50°C, respectively. The protein is stable in these
conditions until 3 days of incubation. Biophysical studies of termal shift and circular
dichroism (CD) assays have showed some parameters of stability of tertiary and secondary
structure of the protein. It loses regulary terciary structure in pH 5 around 30°C but the
secondary structure is desordened only in pH 9 at 25°C. CD experiments also indicated the
secondary structure compsition of the catalytic domain of EGLI: 6% de a-helices and 42%
de B-sheet.

Key words: Cellulases; Trichoderma; Biomass hydrolysis; heterologous expression.
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1 INTRODUCAO

Fontes de energia de hidrocarbonetos como carvao, petrdleo e gés natural representam
uma limitada e ndo renovavel fonte de abastecimento. Nesse contexto, o aumento da populagdo
mundial juntamente com o aumento por subsidios basicos, como alimentos e eletricidade, tém
tomado dimensdes cada vez mais preocupantes. Contudo, estudos que buscam um melhor

. . . . . , . 1
aproveitamento de biomassas para suprir tais necessidades tornam-se urgentes € necessarios .

1.1 Etanol como biocombustivel de transporte

O etanol ¢ um exemplo de como sistemas biologicos tém tido sua eficiéncia
significativamente aumentada’. Ele surgiu como biocombustivel alternativo e como grande
produto biotecnologico, pela diminuigdo da dependéncia do 6leo, a reducdo de custos, a criagao
de empregos na area rural e a redugdo da poluigdo do ar. Segundo informagdes da GRFA (Global
Renewable Fuels Alliance) cerca de 23,4 bilhdes de galdes (88,7 bilhdes de Litros) foram
produzidos em 2011 no mundo, o que substituiu a necessidade por 1 milhdo de barris de 6leo cru
por dia (http://www.globalrfa.org). S6 no Brasil, a demanda por etanol, em 2010, foi de 25
bilhdes de Litros (http://www.newenergyfinance.com).

O etanol ¢ utilizado em motores de combustdo como substituinte ou aditivo ao petréleo.
Quando utilizado como aditivo ele aumenta a taxa de octano no combustivel, reduzindo ou
eliminando a necessidade por octano toxico e aumentando a disponibilidade de aditivos como
benzeno. Embora o etanol possua um conteudo volumétrico de cerca de 2/3 do petrdleo, sua mais
alta eficiéncia de combustdo leva a uma eficiéncia volumétrica de cerca de 78-80% do petrdleo.
Vale aqui ressaltar que mais de 80% dos carros produzidos no Brasil, hoje, sdo combustivel flex,
ou seja, capazes de operar qualquer mistura de petréleo e etanol até uma concentra¢do de 100%
de etanol, o que fortalece o aumento na demanda por esse combustivel. Ainda, hoje a gasolina

utilizada nos carros no Brasil contém 20% de etanol (http:/www.newenergyfinance.com).


http://www.globalrfa.org/
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O etanol pode ser produzido sinteticamente do petréleo ou por conversdo de biomassa
pela fermentacdo. Esta geralmente se d4 em trés passos: a formac¢do de uma solucdo de agucares
fermentaveis, a fermentacdo desses agucares a etanol e a separacdo e purificacdo do etanol,

geralmente por destilagdo °.

1.1.1 Etanol de primeira geracao

O etanol considerado de primeira geragao ¢ produzido, principalmente, de matéria prima
baseada em amido tais como milho e trigo, ou no agtcar de cana-de-acticar ¢ melago. Amido e
sucrose sao, nesses casos, hidrolisados a mondmeros de hexose, os quais sdo facilmente
fermentados a etanol por organismos de fermentagao convencionais (http://www.iea.org/).

Contudo, através de estimativas da demanda global por combustiveis de transporte,
acredita-se que de 2011 a 2030, serd adicionado mais 10% de etanol a gasolina (além dos 20%
utilizados  hoje), o que sera suprido pelo etanol de segunda  geracdo

(http://www.newenergyfinance.com).

1.1.2 Etanol de segunda geracéo

Combustiveis de segunda geracdo utilizam materiais lignocelulosicos de baixo valor
econdmico ¢ normalmente produzidos ou existentes em mais altas quantidades que as requeridas
no local de produgdo, como os provenientes de residuos agroindustriais ou das plantagdes
dedicadas a produgdo de etanol. Biomassa lignocelulosica compreende, normalmente, polimeros
de celulose (34-47%), hemicelulose (24-29%) e lignina (18-28%) (calculo em base seca). Ambos

celulose e hemicelulose podem ser pré-tratados e hidrolisados a agucares fermentesciveis.
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1.2 Biomassa

O entendimento da conversdo de biomassa a etanol depende do conhecimento da
complexidade quimica e estrutural desses trés principais polimeros que compdem a parede

celular das plantas: lignina, celulose e hemicelulose (Figura 1).
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Figura 1 - Representagio esquematica da disposi¢do das moléculas de celulose e hemicelulose na parede celular das
plantas e apresentacdo da estrutura da celulose (fonte: www.genomics.energy.org).

A lignina ¢ um polimero amorfo natural composto de unidades de olignol fenilpropano
com substitui¢des hidroxil e carbonil. Ha trés principais unidades de fenilpropano que sdo o p-
hidroxifenil, o guaiacil e o siringil, os quais diferem na substitui¢do do metil do anel aromatico. A
estrutura da lignina que € extraida da biomassa ¢ dependende tanto do tipo da planta quanto do
processo usado na deslignificagdo®.

Em um material lignocelulosico a lignina é covalentemente ligada a celulose e
hemicelulose e sua fungdo primaria ¢ promover o suporte estrutural da planta. Uma caracteristica

¢ ndo possuir moléculas de acicar mas, sim, envolver as moléculas de agucar da celulose e
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hemicelulose, tornando-as de dificil acesso. Esse polimero promove a parede celular da planta
uma alta resisténcia a degradacdo, criando um desafio a essa matéria prima quanto ao seu uso
como substrato para a producio de biocombustivel °.

A hemicelulose ¢ também composta por longas cadeias de moléculas de agucar, mas
contém, principalmente, pentoses (acicar de 5 carbonos). A composi¢do de agucar da
hemicelulose pode variar dependendo do tipo da planta e normalmente ¢ ramificado e com menor
grau de polimerizagdo em relacdo a celulose. A hemicelulose ndo ¢ cristalina e por isso € de
muito mais facil digestibilidade que a celulose. Xilano (Figura 2) ¢ a mais abundante das
hemiceluloses, ele compreende uma estrutura linear de residuos de D-xilopiranose unidos por
ligacdes glicosidicas B (1-4), nos quais, dependendo da origem, podem apresentar ramificagdes

de residuos como acetil, arabinosil e gliconosil°.
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Figura 2 — Estrutura da hemicelulose xilano formada por polimeros de D-xilopiranosil unidos por ligacoes
glicosidicas f (1-4).

H4 um grande interesse na hidrélise enzimdtica do xilano devido as possiveis aplicacdes
na producdo de quimicos e combustiveis e na manufatura do papel. Como a pentose compreende
uma alta porcentagem dos agucares disponiveis, a habilidade de fermenta-los a etanol ¢
importante tanto para a eficiéncia quanto para a economia do processo. Recentemente,
microrganismos especificos tém sido geneticamente modificados para fermentar actcar de cinco
carbonos a etanol com relativa alta eficiéncia’.

A celulose (Figura 3), por sua vez, consiste no mais abundante e renovavel polimero da
Terra e tem sido utilizada pelos homens hé séculos. Ela corresponde de um ter¢o a metade do
tecido das plantas e ¢ constantemente ressintetizada pela fotossintese, a partir de dioxido de

r . r . 11 8 4
carbono e agua, com uma biossintese anual estimada em 10 toneladas °. A celulose ¢ formada
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por moléculas de glicose como as do amido, porém tem uma configuragdo diferente. A celulose é
um homopolimero linear formado por unidades de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas
(1-4). Existem diferengas estereoquimicas entre os residuos de glicose adjacentes, de forma que a
unidade de repeticio da fibra de celulose ¢ formada pela unido de duas moléculas de glicose, uma

na forma alfa e outra na forma beta, constituindo o dissacarideo chamado celobiose (Figura 3) °.
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Figura 3 — Apresentagio da estrutura da celulose. 1) O dissacarideo celobiose e 2) Seu epimero C4, o lacotside’.

Dependendo do grau de ligagdes de hidrogénio dentro e entre as moléculas de celulose,
esse polissacarideo pode ser encontrado na forma cristalina ou paracristalina (amorfa). Essa
biomassa lignoceluldsica representa uma potencial fonte renovavel de agucares para fermentacao
a biocombustiveis e outros biomateriais de interesse. No entanto, seu enorme potencial como
fonte renovavel de energia foi reconhecido somente depois que enzimas que o degradam, as
celulases, foram identificadas'®.

Virias tecnologias tém sido desenvolvidas nos ultimos 80 anos para permitir que esse
processo de conversdo ocorra € agora o objetivo estd em tornar tal processo custo competitivo no
mercado mundial atual'', considerando o rendimento teérico obtido de etanol a partir de

biomassa fica em torno de 270-300 L/t de matéria-prima (base seca)'?.
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1.3 O Bagaco da cana como biomassa para a producéo de etanol

Brasil ¢ India dominam a produgdo mundial de cana-de-agucar, crescida nas regides
tropicais e subtropicais de todo o globo. A principal aplicacdo da cana-de-agticar no mundo ¢ a
producdo de acucar cristal para consumo humano. No entanto, em varios paises, como no Brasil,
uma parte da plantagdo ¢ destinada a produgdo de etanol, ou, ainda, o melago, produto da
producdo de agucar, também ¢ utilizado para producao de etanol. No caso de etanol de segunda
geragdo o bagaco ¢ também reutilizado para um maior aproveitamento da biomassa e também
destinado & producio de etanol além da queima para gera¢io de energia elétrica. E possivel gerar
aproximadamente 280 litros de alcool a partir de uma tonelada de bagaco de cana com as

. |
tecnologias atuais .

1.4 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar

Para que o processo de hidrolise enzimatica ocorra € necessario que a enzima tenha acesso
as moléculas a serem hidrolizadas. Para isso alguns pré-tratamentos sao exigidos, com o objetivo
de aumentar a porosidade do material, desestruturar a estrutura cristalina da lignocelulose,
diminuir a recalcitrancia ao ataque enzimatico e remover a lignina, expondo as moléculas de
celulose e hemicelulose'™.

Diferentes tecnologias de pré-tratamento ja foram estabelecidas e muitas ainda estdo em
desenvolvimento. O pré-tratamento pode ser quimico, fisico ou biolégico, ou, ainda, uma
combinagdo entre os trés. Pré-tratamento quimico normalmente consiste em utiliza¢do de acido
(concentrado ou diluido), alta ou baixa temperatura para remog¢do preferencial da fracdo de
hemicelulose seguido de tratamento alcalino para dissolver parcialmente a fracdo de lignina. O
tratamento alcalino ¢ capaz, por si s6, de remover ambos lignina e hemicelulose, e, ainda, os
produtos da degradagdo tém menor impacto inibitorio ao processo de fermentacdo em relagdo ao
tratamento acido. Outra vantagem do tratamento alcalino ¢, pelo fato de ser menos corrosivo,

exigir equipamentos, como os reatores, de materiais significativamente mais baratos. No entanto,
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o custo da soda cdaustica, levando tudo em consideragdo, ¢ ainda cerca de 4x mais alto que o do
acido, tornando o processo invidvel economicamente '*.

Outro processo quimico bastante comentado é o organossolve, que utiliza etanol aquoso
em altas temperaturas para dissolver a lignina e representa um método de baixo custo em relagao
ao alcalino'’. Além desses processos quimicos, entre outros, existe o pré-tratamento fisico de
explosdo a vapor, que consiste em aquecer a biomassa umida sob pressdo, para manter a agua
dentro das fibras na fase liquida, e entdo despressurizar rapidamente para promover uma explosao
do material, hidrolisando a hemicelulose mas ndo interferindo na estrutura da lignina. Isso pode
ser feito na presenca de 4cido (catalisada por 4cido) ou na auséncia (autohidrélise)'®. O processo
de explosao realizado na presenga de amonia (AFEX — ammonia fibre explosion) também pode
ser uma escolha e nesse caso ndo hidrolisa a hemicelulose nem solubiliza a lignina, mas apenas

. 1
promove uma mudanga na estrutura da biomassa'®.

1.5 Sacarificacao por hidrolise enzimatica

H4 trés tipos basicos de producao de acucar fermentescivel a partir da biomassa: hidrélise
acida, hidrolise enzimatica e termoquimica. Na hidrolise enzimatica as enzimas apresentam uma
funcdo critica na conversao de residuo lignocelulésico em combustiveis e quimicos, mas o alto
custo dessas proteinas representa uma barreira significativa a comercializa¢do. Tal custo consiste,
basicamente, na grande quantidade de enzima necessaria. Significativos esforgos tém sido
despendidos nos ultimos anos com o objetivo de reduzir custos focando no melhoramento de
enzimas conhecidas, na identificacdo de enzimas novas e na criagdo de misturas adequadas de
enzimas para selecionados substratos pré-tratados (Www.novozyme.com).

A funcdo de enzimas em muitos processos ¢ conhecida desde a antiguidade. Sua
existéncia esta associada com a historia da Grécia Antiga onde se usavam enzimas de
microrganismos na produgdo de alcool e queijos. Com o aprofundamento no conhecimento
dessas enzimas e dos métodos de expressa-las e purificd-las, o nimero de aplicacdes tem

17 . . ~ . , .
aumentado fortemente . Os maiores consumidores deste mercado sdo as industrias de
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detergentes, alimentos e ragdes, papel e celulose, quimica fina e farmacos, seguidas de perto pela
indastria téxtil e de manufatura de couros'®.

Apesar do alto custo da utilizagdo de enzimas, suas vantagens em diversos campos sao tao
valiosas que uma variada gama de industrias as utiliza em seus processos, movimentando,
anualmente, um mercado de aproximadamente U$ 1,5 bilhdes'. Entre as vantagens de um
processo enzimatico estao a sua alta eficiéncia, o fato de as condigdes do processo ndo requerem
materiais de alto custo e a relativa baixa energia necessaria'’.

De acordo com teorias a respeito do mecanismo de hidrolise da celulose por complexos
celuloliticos de diferentes microrganismos, existem dois componentes responsaveis pelo trabalho
de liberar os agucares fermentesciveis das microfibrilas da celulose. O componente 1 (C1) ¢
chamado fator “swolen” ou fator ndo hidrolitico e seria o responsavel por tornar o substrato mais
acessivel ao compontente Cx, ou fator hidrolitico?’. Este, por sua vez, é composto pelas celulases,
que degradam a celulose a glicose®'.

Essas enzimas pertencem a classe das glicosil hidrolases-GH (EC: 3.2.1.-) e clivam
ligacdes glicosidicas. Uma classificacao bastante utilizada para GHs ¢ baseada na similaridade
das sequéncias de aminoacidos e em analises de sitios hidrofobicos e separa essas enzimas em

112 familias de glicosil hidrolases (http://www.cazy.org/)zz;23

1.6  Fator hidrolitico do complexo celulolitico

A bioconversdo de celulose a agucares soliveis e glicose ¢ catalizada por um grupo de
glicosil hidrolases chamadas celulases e -glucosidases.

Celulases podem ser divididas em duas categorias: exocelulases e endoglucanases. As
exoglucanases podem ser de dois tipos : 1,4-B-D-glucana-glucanohidrolases - E.C.3.2.1.74 e 1,4-
3-D-glucana-celobiohidrolases - E.C.3.2.1.91 - CBHs, que hidrolisam a fibra de celulose das
extremidades redutora ou ndo redutora para o centro da fibra. As endoglucanases (1,4-B-D-
glucana-4-glucanohidrolases - E.C.3.2.1.4 — EGL) hidrolisam aleatoriamente as ligagdes no
interior da cadeia e essas duas classes de celulases reduzem as fibras de celulose até celodextrinas

na fragdo liquida, com grau de polimeriza¢do de até 6 glucoses (soltivel). H4, ainda, a terceira
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classe envolvida na hidrélise da celulose, sdo as beta-glicosidases (E.C. 3.2.1.21), componentes
do complexo celulolitico que hidrolisam as moléculas de celobiose e celodextrinas a glicose
. 24 . . . ,
(Figura 4)™ . Endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidases exibem consideravel grau de
sinergismo, propriedade que confere uma maior eficiéncia de a¢do quando as enzimas atuam em
conjunto em relagdo a quando estdo separadas. Entre endoglucanases e exoglucanases existe o
mais estudado tipo de sinergismo e o importante para hidrélise da celulose cristalina. Contudo,
outros tipos de agdo complementar também ocorrem, como entre duas endoglucanases ou entre
. 25;26; 27
exocelulases e B-glucosidases, entre outros .

As exocelulases (celobiohidrolases e glucanohidrolases), podem ser de dois tipos: as que
removem uma molécula de glicose ou celobiose da extremidade da cadeia e se desassociam da
fibra de celulose para adsorverem em outro local e as que hidrolisam processivamente a mesma
cadeia. Do ponto de vista pratico, as enzimas processivas sao as mais interessantes pelo fato de

. . . 1 osqe . . 28
apresentarem um maior potencial de realizarem a hidrolise mais rapidamente “°. Dentre as

celobiohidrolases ha dois tipos: as enzimas do tipo I (CBH I — GH7A) hidrolisam terminais

redutores, enquanto que as do tipo II (CBH II — GH6A

(celobiose).
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Figura 4 - Esquema representando as celulases e B-glucosidases interagindo com as fibras de celulose e oligdmeros.
Detalhes destacam as regides amorfas e cristalinas da celulose. Figura produzida pela Dr. Daniela Trivella.
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O complexo de celulases ¢ um sistema de enzimas induzivel. Apesar de os
microrganismos estudados até hoje terem produzido mais altos niveis de celulase quando
crescidos em meio com celulose, a expressao do sistema celulolitico também se da pela presenca
de celobiose, lactose ou sefarose no meio de cultura, para alguns fungos. Compostos sintéticos
como palmitato e ésteres de dissacarideos e tiocelobiose também tém demonstrado atuar como
indutores da produgdo de celulases. Dessa forma hd uma consideravel variagdo no nivel de
transcricao e no tipo de genes de celulases que serdo transcritos dependendo da fonte de carbono
usada para o crescimento”. Por outro lado, a repressio catabolica de carbono ¢ um dos
mecanismos regulatorios conhecidos para controlar a produgdo de celulase em fungos e bactérias.
Nesse caso o produto final da hidrolise de celulose interage com uma proteina celular para formar

um complexo que impediré a transcrigdo do gene relacionado a celulase *°.

1.6.1 Estrutura e mecanismo de acao das celulases

Estudos de proteolise parcial da celobiohidrolase I (CBHI) de T. reesei demonstraram um
padrao morfologico, encontrado na grande maioria das celulases, composta de dois distintos, mas
conectados, dominios, sendo o C-terminal um modulo de ligacdio a celulose (CBM), e um
segundo, N-terminal, um dominio catalitico (CCD), o qual ¢ responsdvel pela quebra enzimdtica
dos substratos’' (Figura 5). Esses dominios sdo unidos por um peptideo flexivel, O-glicosilado e
rico em prolinas, serinas e treoninas. Tem sido demonstrado que a atividade enzimatica ¢
prejudicada quando o linker ¢ reduzido ou deletado, sugerindo que o comprimento do linker ¢é
importante para garantir flexibilidade e agdo independente desses dois dominios **.

Um dos modelos que descrevem o mecanismo de a¢do da enzima sobre a celulose indica
que a celobiohidrolase adsorve na fibra de celulose e translada sobre esta em um movimento
tipico de lagartas, com o CBM (de menor massa) sendo puxado pelo dominio catalitico a cada

ciclo de hidrélise, e fazendo com que o conjunto se movimente cerca de uma unidade de
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celobiose adiante. A fungdao do CBM, de acordo com esse modelo, seria aumentar a concentragao

de enzimas no substrato insoluvel facilitando o processo de adsor¢do da enzima a fibra>.

Dominio
catalitico

et AT
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Figura 5 — Estrutura da celulase com seus dois dominios unidos pela regido ligadora (linker). No esquema,o dominio
catalitico interage com uma fibra da molécula de celulose e os sitos de glicosilagdo sdo apresentados.

O mecanismo de acao para todas as celulases envolve doagao parcial de préton pelo grupo
acido carboxilico da enzima. A hidrdlise ocorre com retencdo ou inversdo da configuracdo do
carbono anomérico, dependendo da natureza do nucleofilo. Se o nucledfilo é um grupo

carboxilato da enzima, entdo um mecanismo de duplo deslocamento ocorre®*.

1.7 Fator ndo hidrolitico do complexo celulolitico: proteinas auxiliadoras - swoleninas

As células vegetais secretam um tipo de proteinas chamadas expansinas durante o seu
crescimento, as quais desassociam a rede de polissacarideos da parede celular permitindo a
extensdo da célula. Acreditava-se que o mecanismo de extensdo da parede celular ocorria devido
a hidrolise da matriz celular, porém, a descoberta das expansinas revelou um outro mecanismo
de expansdo, o qual se da por deslocamento do local de adesdo entre as microfibrilas de celulose
e os demais polissacarideos da parede permitindo o relaxamento ou a tensdo desses glicanos e
aumentando, assim, as distancias entre as microfibrilas® (Figura 6). Todo esse trabalho ¢
realizado, basicamente, dissociando as ligagdes de hidrogénio existentes entre a celulose ou entre

a celulose e outros polissacarideos da parede celular, sem hidrolisa-los* (Figura 7).
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Foi observado que algumas expansinas sdo funcionais durante o amadurecimento das
frutas, o que indica uma possivel a¢do auxiliadora das enzimas que hidrolisam os polimeros da
parede celular e sugere uma grande contribuicdo dessa familia de proteina para uma completa

eficiéncia de um coquetel para hidrolise da celulose.

—
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Figura 6 — Modelo de agdo do afrouxamento da parede celular pelas expansinas. Microfibrilas de celulose sdo
conectadas umas as outras por glicanos (fitas amarelas e vermelhas) que prendem as superficies das
microfibrilas de celulose umas as outras. Acredita-se que a proteina expansina (em azul) (a) dissocie as
ligacGes entre os polissacarideos sobre o estresse mecanico de turgor e desloque os pontos de adesdo dos
polimeros (b e ¢)*.
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Figura 7 - Modelo simplificado da parede celular das plantas e seu afrouxamento realizado pelas expansinas. a-
Expansinas (EXPA) trabalham nos xiloglucanos enquanto as f-expansinas (EXPA) atuam sobre
glicanos diferentes. EXLA e EXLB sdo proteinas como expansinas, também secretadas pela parede
celular’’.

Recentemente foram isolados genes de fungos filamentosos com similaridade com genes

para expansinas de plantas®. Existem, ainda, proteinas quimeras como a identificada para uma


http://genomebiology.com/2005/6/12/242/figure/F8?highres=y
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bactéria gram positiva, a Clavibacter michiganensis. Ela consiste de uma endoglucanase
associada a um dominio tipo expansina ¢ foi identificada a partir de uma sequéncia de
aminoacidos de CelA de Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis e C. michiganensis ssp.
Spedonicus. Acredita-se que sua fungdo esteja relacionada a interagdo com microfibrilas da
celulose. Com base na sua similaridade, o dominio catalitico da CelA pode ser colocado na
familia A das celulases, também conhecida como GH 5°®. Um outro bom exemplo de construgdes
como essa, que tiram vantagens do dominio expansina, € a quimera entre um dominio como
expansina de uma proteina swolenina de 7. reesei e a enzima feruloil esterase A de Aspergillus
niger que rendeu um aumento de 50% na liberacio de 4cido ferulico da lignocelulose.

Existem também proteinas hidroliticas com funcdo de expansinas, fortalecendo a ideia de
importancia dessa fungdio em preparados enzimaticos para hidrolise da celulose. E o caso de uma
enzima hidrolitica de 7. reesei que € capaz de promover a extensdo da parede celular de pepino.
Essa proteina, a endo-1,4-B-glucanase (Cell12A), pertence a familia GH12 e possui forte atividade
de endoglucanase™.

Em fungos do género Trichoderma como T. reesei’’, T. pseudokoningi®', T. asperellum®,
entre outros, foram identificadas sequéncias de genes que codificam proteinas swoleninas, porém,
além de nenhuma estrutura ter sido depositada nos bancos de dados até o0 momento, também nao
se tétm muitos estudos de caracterizagao para essa familia de proteinas e informagdes como
mecanismo de agdo e sinergismo entre swoleninas e celulases ainda nao estao disponiveis.

A swolenina foi identificada pela primeira vez apds ser isolada do fungo 7. reesei em
1992. Pesquisadores demonstraram que a bioatividade da swolenina na fibra de celulose causa
um dano parcial, com perda de estrutura e reducao da intensidade similar ao efeito causado por
tratamento do material celulolitico por ultrasom, ao passo que nao ¢ capaz de liberar agucar
redutor™.

Acredita-se que essa proteina seja produzida principalmente por fungos com potencial
fitopatogénico que produzem um coquetel de enzimas capaz de degradar a paredece celular das
plantas e saprofiticos como espécies de Trichoderma e Aspergillus. Estudo aponta que a proteina
swolenina aumenta a eficiéncia de colonizagdo de raizes de plantas por espécie de Trichoderma e,
ainda, indica que o CBM ¢ indispensavel para bioatividade da proteina pois ele estimula a
resposta de defesa local na planta, indicando ser reconhecido como marcador molecular

associado a microrganismo (MAMP) na interagio planta-Trichoderma®.
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A organizacdo estrutural da proteina inicia com uma sequéncia sinal tipica terminada por
dois acidos glutamicos, um dominio de ligagdo a celulose (CBM) altamente conservado entre
celulases e segue com uma sequéncia de aminoacidos mais longa que a usualmente observada
para celulases em geral (cerca de 50 residuos) com muitos potenciais sitios de O-glicosilagdo
(linker). A porgao C-terminal possui duas inser¢des de sequéncias com homologia a expansinas
de plantas (Figura 8), sendo que alinhamentos demonstram uma maior identidade com expansinas

B (cerca de 25% de identidade)*”.

SS| CBM Linker Homologia a expansina

-18 1 40 91 153 475

Figura 8 - Esquema do gene da swolenina de 7. reesei com a sequéncia sinal (SS), o dominio de ligacgo a celulose
(CBD), o linker e o dominio tipo expansina®.

A swolenina também apresenta regides similares a repeti¢cdes fibronectinas tipo III (FnlII)
de proteina titina de mamifero e essa € a primeira vez que uma sequéncia desse tipo ¢ encontrada
em proteina de fungos. A auséncia de atividade catalitica da swolenina pode estar relacionada a
auséncia do acido aspartico da posicdo 10, doador de protons observado em celulases Cel45 e
responsavel pelo mecanismo de catélise por inversao, apesar de estar conservado em swoleninas
o 4cido aspartico da posicdo 304 que atua nas celulases como aceitador de protons*'.

A expressdo do gene da swolenina ¢ regulado por fontes de carbono da mesma maneira
que celulases em hemicelulases e experimentos apontam a existéncia de outros genes que
codificam para proteinas similares a expansinas no genoma de 7. reesei’” **.

Outros estudos demonstram o sinergismo de swoleninas com celulases no processo de
degradagdo de biomassa. Em uma mistura contendo 0.6 FPU de celulases e 300 pg de swolenina
por grama de papel filtro houve aumento de cerca de 81,7% em rendimento de agucar redutor
liberado quando comparado a experimento controle sem swolenina**. Logo, a adi¢io da proteina
swolenina em preparados enzimaticos para produ¢do de etanol de segunda geracao deve conferir
aumento da eficiéncia e contribuir para reducdo dos custos de producdo de um coquetel mais

eficiente, porém, mais estudos de caracterizacdo da proteina swolenina e de produ¢do da mesma
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se fazem necessarios™*. No entanto, ndo ¢ muito abundante a producio de swolenina pelos fungos
filamentosos, estudos de Western Blot demonstram que o nivel de produgdo de swolenina em
culturas de 7. reesei alcanga cerca de 1 mg/L, o que estd bastante distante do nivel de producao
das principais celulases secretadas por esse fungo™. Por esse motivo a super expressio de forma
heterologa da proteina se faz necessdria para todos os estudos bioquimicos, biofisicos e
estruturais propostos nesse projeto. Por ser tratar de proteina com modifica¢des pos-traducionais
e possuir varias pontes dissulfeto, que estabilizam sua conformagdo, a producdo da proteina
precisa ser em sistemas eucariotos de expressao para que sua maquinaria seja reproduzida o mais

fielmente possivel as suas caracteristicas nativas.

1.8 Secrecéo de proteinas por fungos filamentosos e leveduras

As celulases e proteinas auxiliadoras, como as swoleninas, que sdo secretadas da célula,
conservam uma sequéncia peptidica na porcdo aminoterminal, chamada sequéncia sinal, que
notifica ao sistema de secre¢ao que aquela € uma proteina extracelular. A via secretoria de fungos
¢ esquematizada na Figura 9. As proteinas marcadas com a sequéncia sinal entram no reticulo
endoplasmatico (RE), em uma forma estendida, onde serdo enoveladas e sofrerdo as
modificagdes pos traducionais previstas como glicosilagdo, formag¢do de pontes dissulfeto,
fosforilagao e montagem das subunidades.

Do RE as proteinas seguem nas vesiculas de transporte para o complexo golgiense para
que mais modificagdes como glicosilacdo tardia e protedlise para processamento de peptideos
possam ocorrer. Finalmente, as proteinas sdo novamente envolvidas por vesiculas secretorias e
direcionadas 4 membrana plasmatica para serem exportadas da célula ***°,

Para se obter um mais alto rendimento das proteinas recombinantes secretadas hd a
alternativa de fusiona-las com proteinas homologas facilmente exportadas, chamadas proteinas
carreadoras. Pesquisadores da empresa Genencor desenvolveram a tecnologia fusionando
quimosina bovina com a glucoamilase, uma proteina nativa altamente secretada por A. niger”’.

Porém, mais estudos estdo sendo realizados para verificar os reais efeitos dessa fusdo na

. . A . ~ ’ r 48
fisiologia do fungo e na eficiéncia do processo de secre¢do da proteina heterologa™.
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Como a secre¢do da proteina ocorre na regido apical ou subapical da hifa fingica
polarizada ¢ possivel imaginar que quanto maior a superficie dessa regido no micélio do fungo,
maior a eficiéncia de secre¢do que podera ser alcangada. Estudos de mutagénese para alteragdo na
morfologia do micélio culminam com a producdo de cepas hiper-ramificadas com micélio
disperso e hifas mais curtas, para agilizar a exocitose*” *°.

Esse processo de secre¢ao de uma proteina confere o maior obstaculo enfrentado por todo
o sistema de produc¢do, maturagdo e exportagdo de uma proteina para o meio extracelular. Isso se
deve ao fato de que somente proteinas em perfeito estado de modificagdo pos traducional e
funcionalidade sdo translocadas para o complexo de Golgi ao invés de serem mantidas RE para
degradacao. Qualquer alteragdo observada nesse aparato, causada, por exemplo, pelo alto fluxo
de proteinas, leva ao estresse do RE e todo o sistema de secre¢do a uma situagdo de caos. A
célula exibe uma série de mecanismos de resposta para resolver essa situacdo como a Resposta a
Proteina Desenovelada (UPR), que reconhece proteinas com incorreto enovelamento e
desencadeia a expressao de uma série de outras proteinas para auxiliar no processo € a
Degradagao de Proteina associada ao RE (ERAD), que degrada as proteinas que nao conseguiram

atingir a conformagéo correta®*’.

Secregio

g Nacélio . '

>

Hifa

Figura 9 — Esquema representando o evento de secre¢do das proteinas pela regido apical da hifa de fungos

filamentosos.

1.9 Glicosilagdo
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A glicosilagdo, modificagdo pds-traducional bastante encontrada em celulases, tem a
fungdo de, além de promover e manter o correto enovelamento, também informar as condigdes da
proteina para o controle de qualidade da célula, evitando que a mesma seja degradada. Fungo
filamentoso tem a habilidade de glicosilar as proteinas de maneira equilibrada, geralmente
comparado com células de mamiferos, secretando as glicoproteinas com reduzida manosilagdo
(GlcNac2Man5), ao passo que células de levedura costumam adicionar mais unidades de agtcar
as proteinas que o usual '

Em geral, a glicosilacdo esta relacionada a secre¢do de enzimas celuloliticas, promovendo
suficiente separagdo espacial entre dominio catalitico e CBM e protegendo o linker da clivagem
proteolitica®® ** **. Ela também pode estar relacionada a alguns pardmetros bioquimicos como pH
e temperatura de atividade otima da enzima. Em estudo sobre efeitos de glicosilacdo em B-
xilosidase, foi observado que quando deglicosilada a enzima apresentou melhor performance de
hidrélise em mais alto pH e mais baixa temperatura que quando regularmente glicosilada™.

Estudos de Hui e colaboradores, de espectrometria de massa em celobiodrolases e
endoglucanases, reportam a grande heterogeneidade observada tanto em N quanto em O-
glicosilagdo, podendo ser encontradas muitas glicoformas da mesma proteina. O trabalho também
informa que a glicosilagao contribui com 12-24% da massa molecular total da proteina em estudo
53

As celulases sao, normalmente, N-glicosiladas no dominio catalitico, em sitios especificos
e conservados entre as familias, com simples residuos de N-acetilglucosamina, com ramificacao
de manose. Ja a o linker entre os dominios possui varios residos de treonina com unidades de

. . . ~ y, . . . , 55
manose (diferentes graus de polimerizacao) e sitios de serina com simples moléculas de manose

(Figura 10).
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Figura 10 — Figura ilustrando a glicosilagdo das proteinas. (a) O processo de glicosilagdo da proteina acontece no
interior da célula e depois ocorre sua exportagdo para o meio extracelular e (b) os tipos de agucares
presentes nos sitios de glicosilagao.

1.10 Fungos produtores de celulases e proteinas auxiliadoras

Nos tultimos 30 anos muitas pesquisas que levaram a produgdo de etanol a partir da
celulose focaram em sistemas fungicos (principalmente 7richoderma reesei) para a quebra da
celulose em agucares no processo de sacarificagdo, acoplada ao processo de fermentagao por
leveduras (Saccharomyces cerevisiae)®.

O sistema celulolitico de 7. reesei (Hypocrea jecorina), o mais bem investigado produtor
de enzimas celulases, ¢ composto de oito endoglucanases, duas celobiohidrolases e sete [-
glucosidases, entre mais de 20 proteinas do complexo no total’’. As celulases sdo a principal
fracdo de proteinas extracelulares produzidas por esse fungo: CBHI representa mais de 50%,
CBHII cerca de 20% e as trés principais endoglucanases, EGLI, EGLII e EGLIII representam

cerca de 15, 10 e 1% do total de proteinas secretadas, respectivamente® >’

1.10.1 Trichoderma harzianum

O género Trichoderma inclui fungos cosmopolitas capazes de colonizar diferentes

substratos e com diversas condi¢des ambientais. Um dos mais significativos nichos ecologicos
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ocupados pelas espécies de Trichoderma € a rizosfera, a qual € colonizada efetivamente devido a
capacidade destes fungos em interagirem com a planta ¢ com outros organismos do solo. A
atividade de controle bioldgico, fortemente caracteristico desse fungo, depende da versatilidade
metabolica e do potencial secretor, os quais sdo responsaveis pela produgdo de uma grande
quantidade de enzimas hidroliticas envolvidas na degradagdo da parede celular®.

Mais recentemente formas teleomorficas Hypocrea lixi de T. harzianum foram
identificadas através da analise do DNA®'. Do ponto de vista aplicado estas pesquisas abrem
novas perspectivas de melhoramento, sobretudo no caso de 7. harzianum, largamente utilizado
como agente de biocontrole na agricultura®.

Na area industrial algumas espécies de Trichoderma tém sido largamente utilizadas na
producdo de celulases e, de modo geral, isolados de 7. harzianum tém tido destaque nestas
formulagdes®.

Recentemente, uma cepa IOC 3844 do fungo filamentoso do género 7. harzianum foi
estudada no laboratorio do Prof. Dr. Nei Pereira Jr. (EQ/UFRJ), com o qual o nosso grupo possui
colaboracao ativa. 7. harzianum 10C 3844 foi identificado como um forte e rapido produtor de
endoglucanases, atingindo 6358 ULL" de atividade em apenas 72 horas. Essa elevada
produtividade volumétrica de expressdo de celulases deste isolado, alcancando 3 a 5 ULL".h™ ¢
comparével com a atividade celulolitica volumétrica do fungo 7. reesei *’, o qual atualmente é a
principal fonte de preparados enzimaticos utilizados no processamento de biomassa. Ainda, os
elevados valores de producdo de endoglucanases, alcancados por 7. harzianum 10C 3844,
destacam-se perante os obtidos para todas as demais linhagens, chegando a ser cerca de 60 vezes
maiores em relagdo a cepas tradicionas de 7. reesei (dados obtidos em ensaios preliminarese no
laboratério). Essa cepa foi a escolhida para os estudos desse projeto, tanto para producdo
homologa de proteinas a serem caracterizadas quanto para clonagem de genes de interesse para

expressao heterdloga em A. niger ou P. pastoris.

1.11 Introducdo a expressdo heterdloga
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Nesse trabalho, conforme dito anteriormente, além da expressdo das proteinas de forma
homologa, pelo proprio 7. harzianum, realizou-se, também, a expressao heterdloga das proteinas
de interesse expressas em baixas concentragdes, a fim de produzi-las em quantidades suficientes
para purificacdo e ensaios de caracterizagdo. Foram utilizados dois diferentes sistemas de
produgdo: a levedura Pichia pastoris e o fungo filamentoso Aspergillus niger. E facilmente
notavel, ao longo desse trabalho, que o fungo filamentoso atendeu melhor as expectativas de
producdo e ¢ sobre ele que que sera abordado resumidamente a seguir.

Fungo filamentoso possui uma incomparavel capacidade de secrecdo de metabolitos,
acidos organicos e enzimas em relacdo a outros sistemas de expressdo eucaridticos como
leveduras, algas ou células de insetos™’. A expressdo heterdloga de proteinas, por exemplo, pode
alcancar niveis de g/L. Além disso, possuem toda a maquinaria celular para as modificacdes pos-
traducionais como células de mamifero, ausente nas bactérias, enquanto dividem com os
procariotos a qualidade de serem mais facilmente cultivados®.

A transformacao (inser¢ao do DNA) no fungo filamentoso ¢ dificultada pela presenca da
parede celular de quitina e extremamente mais dificil que em leveduras e bactérias. Entre os
métodos  existentes, como biolistica®, eletroporacdo®® e transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens®’, o método baseado na liberacio de protoplastos pela acdo de
enzimas que degradam a parede celular, de hifas ou conidi6foros, tem sido o mais empregado
(Figura 11). Os preparados enzimaticos utilizados sdo compostos por uma complexa mistura de
enzimas hidroliticas, constituidas principalmente por 1,3-glucanases e chitinases. Os protoplastos
liberados, devem ser estabilizados osmoticamente e, para isso, sao manipulados e armazenados
em solucdes como NaCl, sucrose, ou sorbitol, entre outras.

O protoplasto nada mais ¢ que toda a regido interna da célula, constituida pela membrana
citoplasmatica, pelo citoplasma e pelo niicleo. As células nesta condigdo, ou seja, desprovidas de
parede celular, podem ser manipuladas como células animais e bacterianas, conservando as
potencialidades da célula completa do fungo. O processo de transformagdo finaliza com a jungao
do DNA ao protoplasto na presenca de polietilenoglicol (PEG), cloreto de calcio e outros

s 68;69; 70
aditivos™ " .


http://pt.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo
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Figura 11 — Produc@o de protoplasto a partir do micélio de fungos filamentosos.

Embora varios plasmideos, moléculas de DNA de replicagdo auténoma, tenham sido
construidos para expressao de proteinas em fungo filamentoso, nenhum deles ¢ capaz de se
manter estavel dentro da célula por varios ciclos de produgdo. Isso gragas as hifas cenociticas,
que podem apresentar uma grande porcao de nucleos sem o plasmideo, devido a liberdade com
que citoplasma e nicleo podem se mover entre os compartimentos celulares, tolerando um
nimero de nucleos ndo transformados crescer em meio seletivo. Isso geraria uma perda
significativa do vetor de expressdo ao longo dos ciclos de divisdo celular. Logo, diferentemente
do que ocorre com bactérias e leveduras, microrganismos unicelular, nos quais os marcadores de
selecdo garantem a manutengdo do plasmideo para sobrevivéncia da célula, os fungos
filamentosos necessitam que o vetor de expressio seja integrado a0 DNA cromossomal’'.

Andlise do DNA cromossomal dos transformantes demonstra que, em geral, trés
diferentes modos de integragdo podem ocorrer: por recombinagdo homologa, com frequéncia
varidvel entre as espécies, sendo observado em A. nidulans em até 80% dos casos’’; integracao
ectopica, por recombinagio ndo homoéloga’ ou substitui¢io do gene, o que é favorecido quando o

DNA transformante é linear’*. A ocorréncia de determinado evento de integragio é altamente
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variavel e depende da espécie a ser transformada, da técnica empregada para a transformacao e
da conformagdo do DNA (circular ou linear)”.

Em Aspergillus sp. a integragdo gendmica do DNA transformante ocorre tanto nos sitios

nao homologos (ectdpicos) quanto em regidoes homologas, em uma situagdo bem intermedidria
entre a recombinagdo quase que exclusivamente homologa das leveduras e o oposto realizado em
células de mamiferos.
O promotor sob o qual o gene de interesse serd inserido pode ser induzivel ou constitutivo. Um
grande beneficio apresentado pelo promotor sob induc¢do (regulagdo do gene a nivel
transcricional), baseia-se no controle rigoroso do momento em que a proteina deve ser expressa,
0 que permite um aumento na biomassa fingica e evita que proteinas potencialmente toxicas para
o microrganismo sejam produzidas antes da hora.

Muitos promotores induziveis tém sido desenvolvidos para essa proposta, sendo o
promotor do gene da glucoamilase A de 4. niger, de longe, um dos mais utilizados. Esse gene
codifica enzima que catalisa a hidrélise do amido, tendo, portanto, sua expressdo induzida
quando na presenca de amido ou maltose.

Uma vez integrado o DNA de interesse no genoma, ¢ preciso que o protoplasto seja
regenerado, selecionado e avaliado quanto a sua capacidade em, de fato, expressar a proteina.
Trés diferentes tipos de marcadores selecionaveis podem ser usados para essa proposta: genes
que codificam o tRNA supressor’’, marcadores auxotréficos’’ e marcadores de sele¢io
dominante’®.

As células transformadas sdo, entdo, cultivadas em meio seletivo para o crescimento dos
transformantes heterocaridticos e, devido aos conidios serem uninucleados na maioria das
espécies de Aspergilus, ¢ possivel obter cepas homocarioticas a partir de uma reselecdo da
progénie®.

O gargalo do experimento de expressdo heterdloga concentra-se no estagio poOs-
transcricional, na via secretdria, com os problemas enfrentados pelas proteinas para que alcancem
a membrana plasmatica e sejam secretadas da célula. Entre as causas desse contratempo, a
glicosilacdo merece destaque devido a dificuldade de se obter a N e O-glicosilagdo corretamente
no RE, tendo como consequéncia a degradagio da proteina®®. Uma vez expressa, processada e
secretada, a enzima ainda enfrenta outro entrave no processo de produgdo que consiste na

degradagdo da mesma por proteases presentes no meio extracelular. Embora existam varios
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esforgos para a producdo de cepas deficientes na produgdo e secre¢do de proteases, ha um certo
nivel residual de expressdo dessas proteinas que, dependendo das condigdes, pode conferir um

., . ’ 7 1
prejuizo enorme no rendimento da proteina heterdloga’".

1.11.1 O género Aspergillus

Fungos do género Aspergillus possuem uma enorme flexibilidade nutricional e metabdlica
e sdo capazes de habitar diferentes ambientes com as mais variadas condi¢des de pH, temperatura
e osmolaridade como solo, ambientes internos, material em decomposi¢do ou, ainda, viver como
parasitas de outros organismos. Além dessa reconhecida caracteristica de facil cultivo, fungos do
género Aspergillus sao classificados como “Geralmente Reconhecido como Seguro” (GRAS),
devido ao seu uso seguro a longo prazo na industria alimenticia, o que refor¢a suas vantagens
como fabrica celular na industria biotecnolégica™.

Outra vantagem apresentada por fungos do género Aspergillus, na produgdo de proteinas
recombinantes, consiste na sua capacidade de glicosilar proteinas de forma eficiente sem
apresentar o problema da hiperglicosilagdo observado em outros sistemas fangicos de
expressdo” .

Virias espécies de Aspergillus tém seus genomas sequenciados como A. nidulans”™, A.
niger™, A. oryzac® e A. fumigatus®, entre outros, facilitando os trabalhos de manipulagdo
genética desses microrganismos e permitindo uma compreensdo mais detalhada dos mecanismos
que envolvem a produgdo de proteinas nessas fabricas celulares®™ ® ™. Os detalhes desses
estudos podem ser encontrados no website de Aspergillus (http://www.aspergillus.org.uk), um
recurso que reune diversas informacdes sobre o género, acesso aos genomas disponiveis,
imagens, literatura relacionada, entre outras informagdes.

O trabalho aqui apresentado abordara a producdo das principais enzimas celulases e
proteinas auxiliadoras do complexo celulolitico de 7. harzianum, tanto em sistema homdlogo
quanto heter6logo de expressdo. Apds cada forma de produgdo sera apresentada a caracterizacao

do preparado enzimatico como um todo, frente a hidrdlise do bagago de cana-agticar, bem como


http://www.aspergillus.org.uk/
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de duas proteinas purificadas, quanto a pardmetros bioquimicos, biofisicos e estruturais: a CBHI

(expressdo homologa) e o dominio catalitico da EGLI (expressdo heterdloga).
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2 JUSTIFICATIVA

A exploracdo indiscriminada dos recursos naturais estabelece uma clara tendéncia de
esgotamento de recursos, levando, em um curto espago de tempo, a falta de elementos essenciais
para a subsisténcia humana, especialmente os combustiveis. Além disso, o excesso de gas
carbonico, advindo da queima de combustiveis fosseis, tem agravado seriamente a questdo do
aquecimento global. Com isso, a procura por biocombustiveis tem se tornado de extrema
importancia também para o meio ambiente. Insere-se, nesse contexto, com grande potencial, o
uso do bioetanol como fonte renovavel de energia. Contudo, a quantidade de alcool necessaria
para suprir a demanda, cada vez maior, cria a necessidade de pesquisas por novas formas de
obtencdo dos biocombustiveis. A conversao enzimatica de residuos agroindustriais, materiais
lignocelulésicos, como cascas de cereais, bagago de cana e residuos da industria madeireira tem
ganhado destaque nessa busca por alternativas aos problemas gerados pelos combustiveis fosseis.
Os materiais lignocelulosicos sdo considerados as mais abundantes fontes renovaveis na Terra e
parece claro que essa biomassa (primdria e residual) serd, num futuro préximo, a principal fonte
de recursos para a obtengdo de energia.

Com isso, o entendimento e consequente melhoramento da atividade de microrganismos
capazes de degradar a celulose e a hemicelulose a moléculas de acucares fermentdveis a etanol
tem assumido papel essencial nas pesquisas relacionadas aos biocombustiveis.

O fungo T. harzianum apresenta potencial atividade celulolitica, contudo, pouco se sabe
sobre a composi¢cdo molecular do complexo celulolitico do fungo, nem quantas enzimas fazem
parte do complexo, tdo pouco suas caracteristicas moleculares. Tendo em vista a alta atividade
celulolitica deste fungo filamentoso, demonstrada recentemente no laboratério do Prof. Nei
Pereira Jr. (EQ/UFRJ), torna-se importante a compreensdo dos mecanismos moleculares de acao
envolvidos nessa atividade bem como a caracterizagdo das enzimas desse complexo celulolitico,
a fim de poder contribuir com mais conhecimento a cerca do processo de hidrolise enzimatica da

biomassa.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho consiste na producdo e na caracterizacao
bioquimica, molecular e estrutural de proteinas do complexo celulotitico do fungo filamentoso

Trichoderma harzianum (cepa IOC 3844).

3.2 Objetivos especificos

+ Caracterizar a cinética de produ¢io de enzimas celuloliticas pelo T. harzianum;

+ Estudar diferentes formas de pré-tratamento do bagacgo de cana-de-aglcar e caracterizar
sua composicao e propriedades;

%+ Analisar a performance do preparado enzimatico produzido pelo 7. harzianum, em
comparacdo com coquetel comercial, frente a hidrolise do bagago pré-tratado;

+ Produzir, purificar e caracterizar bioquimica, biofisica e estruturalmente a proteina CBHI
de T. harzianum;

+ Expressar de forma heterdloga, em P. pastoris ou A. niger, as proteinas majoritarias do
coquetel celulolitico de 7. harzianum (CBHI, CBHII, EGLI) e T. reesei (EGLII), bem
como a proteina auxiliadora swolenina,

# Caracterizar bioquimica e biofisicamente o dominio catalitico da EGLI de T. harzianum.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo do fungo T. harzianum em estufas com agitacéo

O 1solado do fungo filamentoso 7. harzianum, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Nei
Pereira Jr. (EQ/UFRIJ), foi mantido por meio de repiques periddicos em meio agar de batata e
dextrose, o PDA (Potato Dextrose Agar), e crescidos a 25°C até esporulacao (5-7 dias). Os
esporos foram coletados em solucdo salina (0,9 % de NaCl), contados em Cdmara de
Neubauer e estocados a 4°C até a sua utilizagdo. Os experimentos de tratamento e
caracterizacdo do bagaco de cana-de-agucar, bem como de hidrdlise enzimatica desse preé-
tratado, foram realizados no laboratorio do Prof. Dr. Nei Pereira Jr, sob a supervisdao do Dr.
Roberto Maeda.

O processo de fermentacdo se deu de duas maneiras dependendo da escala de
producdo necessaria: em frascos agitados em estufa ou em bioreatores. Para alcangar uma
biomassa satisfatoria para a inducdo das proteinas fez-se um pré-inoculo com 10° esporos/ mL
de meio Mandels ® com glicose como fonte de carbono. O pré inoculo (100 mL) foi crescido
a 30°C por 48 hrs sob agitacao de 150 rpm e com glicose (10 g/L) como fonte de carbono. Em
seguida fez-se um inoculo 5% (v/v) para 400 mL do mesmo meio de cultivo alterando
somente a fonte de carbono, a qual passou a ser celulose microcristalina (Avicel®) (10 g/L).
O volume util dos frascos utilizados foi considerado até 1/5 do volume total dos mesmos, para
permitir boa aeracdo. O cultivo foi mantido nas mesmas condi¢des descritas para o pré

inoculo por até 72 hrs, quando foi centrifugado por 9000 rpm (SLA-3000) por 20 min.

4.2 Cultivo do fungo T. harzianum em bioreator

As enzimas celulases também foram expressas por fermentagdo submersa de 7.
harzianum em bioreator Bioflo 110 de 7,5 L (New Brunswick), nas mesmas condi¢des

descritas para producdo em frascos agitados. O pré indculo deu-se em frascos agitados a 150
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rpm em estufa em frascos erlenmeyers com volume total de 1000 mL e mantido por 48 horas
a 30°C. A fermentacdo deu-se, apds indculo de 5% (v/v) em volume de 5 L por 96 hs, quando
o extrato bruto foi centrifugado a 9000 rpm (SLA-3000) por 20 min. O uso de biorreatores
permitiu um maior controle dos parametros como de pH, pela adicdo de NaOH ou HCI, da
oxigenacao, por agitagdo com impelidor (rpm) e inje¢cdo de ar comprido e da temperatura,
com banho térmico.

O meio extracelular, separado por centrifugacao, proveniente da estufa com agitacao ou
dos reatores, foi filtrado em sistema de filtragdo tangencial — Hollow fiber (Amersham
Biosciences). Apds completa separagdo de qualquer resto celular por filtragdo em cartucho de
microfiltragao (CFP) 0,22um, o extrato proteico bruto foi concentrado cerca de 20x no

mesmo sistema com cartucho de utrafiltragdo (UFP) de corte de 10000 Da.

4.3 Ensaios de atividades

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz
de liberar 1M de agucar redutor (glucose equivalente) por minuto.

Para o calculo das atividades, foi utilizada a seguinte equagao:

’ 6
[] aguicares (g/L) x10 y 1 y 1. y Vt (mL) « Fd
180 1000 ¢(min ) ve (mL)

Atividade (Ul | mL) =
Onde:

¢t = tempo de reacao
V't = volume total de meio reacional

Ve = volume de enzima empregado no ensaio

Fd = fator de diluicdo do extrato enzimatico

4.3.1 Quantificacdo de acucar redutor total com acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)



61

Para quantificar a concentragdo de agucar redutor total (ART) liberado nos
experimentos de hidrolise e ensaios de atividade enzimatica foi utilizado o teste colorimétrico

com 4cido 3,5-dinitrosalicilico®® com curva padrio de glucose (0,1 a 1g/L).

4.3.2 Quantificacao de glucose por kit de glicose oxidase (GOD)

Para esse ensaio foi utilizado kit comercial com glicose oxidase (GOD) como reagente
de quantificacao de glicose e padrao de concentragao de glicose conhecida do proprio kit para
comparacao dos resultados. As absorbancias das amostras sdo lidas em espectrofotometro a
505 nm. O produto da reacdo entre acido e acucar, formado a 95°C em 15 minutos, foi

medido em espectrofotdometro a 540 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.3 Ensaio de atividade de atividade de B-glicosidase

O extrato enzimatico foi incubado com solucdo de celobiose 2% em tampao citrato de
sodio 50 mM pH 5.0. A reagdo ocorreu a 50°C por 15 min seguido de adi¢ao de GOD, um kit
comercial de glicose oxidase para quantificagdo de glicose, e reacao a 37°C por 15 min. As

solugdes tiveram suas absorbancias medidas a 505nm. Cada analise foi realizada em triplicata
87

4.3.4 Ensaio de atividade de endoglucanase

A determinagdo da atividade de endoglucanase foi realizada incubando-se o extrato
enzimatico com solucao de carboximetilcelulose sal de sodio (CMC) média viscosidade 1%
em tampao citrato de s6dio 50 mM pH 5.0 a 50°C por 15 min. A quantificagdo dos aglicares
redutores totais foi obtida melo método DNS descrito acima no qual as amostras tiveram a

absorbancia medida a 540 nm. Cada analise foi realizada em triplicata *’.
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4.3.5 Ensaio de atividade de FPase

A atividade de FPase foi realizada incubando-se o extrato enzimatico com 1 esfera de
papel filtro Whatman n°l de 7mm de didmetro e tampao citrato de so6dio 50 mM pH 5.0 em
placa de 96 pocos. A reagdo enzima e substrato deu-se a 50°C por 60 min. A quantificacao de
acucares redutores totais foi feita pelo método de DNS. Os testes foram realizados em

triplicata *’.

4.3.6 Ensaio de atividade de exoglucanase ou avicelase

A atividade de exoglucanase foi determinada adicionando-se o extrato enzimatico
uma suspensao de avicel 1% em tampao citrato de sodio 50 mM, pH 5.0. As amostras foram
incubadas a 50°C por 120 min sob agitacdo suave e posteriormente centrifugadas para
sedimentagdo das particulas ndo hidrolisadas. A quantificagdo do agtcar redutor total deu-se

pelo método de DNS. Cada analise foi realizada em triplicata *'.

4.3.7 Ensaio de atividade de xilanase

Os ensaios de xilanases foram realizados nas mesmas condi¢des de pH e temperatura
que para as celulases com o intuito de ser identificada a atividade real nas condigdes em que
foi realizada a hidrolise enzimadtica. Para isso, 1% de xilose em tampao citrato de s6dio 50
mM, pH 5.0 foi incubado com a solu¢do enzimatica a 50°C por 15 min. A quantificagdo do

agucar redutor total deu-se pelo método de DNS. Cada anélise foi realizada em triplicata *’.
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4.4 Preparo e caracterizacdo do bagaco de cana-de-agucar

4.4.1 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar

Como substrato foi utilizado bagago de cana-de-actcar, fornecido pela industria
sucroalcoleira Dedini S.A (Piracicaba, Sdo Paulo). O bagago foi tratado, primeiramente, com
acido sulfurico (H,SO4) 1%, em uma relagdo solido:liquido de 1:2, a 121°C por 45 minutos,
para uma remocao parcial das fragdes de hemicelulose e lignina. A porcao solida (rica em
celulose) do tratamento foi separada em prensa hidraulica (2 toneladas aplicadas em uma érea
de 201 cm?) e lavado com 4gua destilada em abundancia.

Em seguida, o bagaco foi submetido a um tratamento alcalino com hidréxido de so6dio
(NaOH) em diferentes concentragdes (0,1; 0,5; 1 € 4 % m/v), em uma relagao solido:liquido
de 1:20 a 121°C por 30 minutos. A celulignina parcialmente deslignificada foi lavada com
agua destilada abundante até remocao total da lignina liberada e da base utilizada em uma
peneira de ago inoxidavel de malha de 0,5 mm e teve seu pH corrigido para 5,0 com HC1 2M.
Para finalizar o processo, o bagago pré-tratado foi armazenado em estufa com circulagdo de ar

a 60°C para secagem 88,

4.4.2 Anéalise composicional do bagaco in natura e pré-tratado

Para determinacdo da sua composi¢do, as diferentes amostras de bagago foram
moidas, filtradas em peneira de malha de 0,5 mm e hidrolisadas com H,SO4 em dois passos
de acordo com protocolo estabelecido pelo Laboratorio de Energia renovavel dos EUA
(NREL)®. Esse procedimento é realizado em duas etapas para facilitar a analise de lignina e
carboidrato. O material insolivel em 4cido ¢ determinado de modo gravimétrico. A lignina
soluvel em 4cido ¢ determinada por espectroscopia no UV e os carboidratos hidrolisados pelo

acido a forma monomérica sdo analisados por HPLC.
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4.4.3 Anélise da cristalinidade do bagaco preé-tratado

A cristalinidade do material foi determinada através de método de difracdo de Raios-X

recentemente desenvolvido por Driemeier e Calligaris *°, com a participacio e supervisdo do

Dr. Carlos Driemeier, no CTBE. A Difracdo foi feita a partir de um gerador de anodo

rotatorio UltraX-18HF operado com radiacio Ko do Cu (A = 1,54 A) em amostras inseridas

em capilares de vidro de 2 mm de didmetro. Um detector de imagem Mar345 foi posicionado

a uma distancia de 120 mm da amostra. Os padrdes de difragdo foram corrigidos quanto a

absorcdo de raios-X. A calibragdo se deu com o-alumina e os padrdes corrigidos foram

modelados pelo método de Rietveld’! usando o programa MAUD, a estrutura da celulose I3

% ¢ uma descri¢do harménica da orientacdo preferencial dos cristais.

A cristalinidade foi determinada usando a seguinte expressao:

Onde:

Q[/] é uma funcdo que integra I (S) s> ds no intervalo 0,11-0,50 A", com s = 2sin6/A;
Iy e Iy sdo intensidades isotropicas reconstruidas por Rietveld da difragdo e
espalhamento total, respectivamente;

Io ¢ a intensidade espalhada do capilar vazio;

Texp € To sdo as intensidades de raios-X transmitidas (em 20 = 0) da amostra e do
capilar vazio, respectivamente;

O termo de correcdo x, ¢ o conteudo da mistura em base seca determinado
gravimetricamente depois de aquecimento a 105°C, até massa constante;

€inc € 0 fator de espalhamento incoerente 90 (&inc = 0,102);

As incertezas reportadas em Xcr consistem de dois principais componentes: (1)
variabilidade (desvio padrao de =~ 10%) em medidas de Q[/y]/T) e (ii) incertezas em X,
(=1%). As incertezas reportadas ndo incluem possiveis viés sistematicos introduzidos

pelo método de cristalinidade, o qual ¢ estimado estar abaixo de + 5% °°.
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4.4.4 Hidrolise enzimatica com diferentes preparados enzimaticos

Os seguintes coquetéis enzimaticos foram utilizados no experimento em questao:

M25 (Comercial Multifect) — Genencor — 25 FPU/g de substrato

M12,5 (Comercial Multifect® CX 10L) — Genencor — 12.5 FPU/g de substrato
T (Trichoderma harzianum) — IFSC/USP - 25 FPU/g de substrato

MT (Multifect a 12.5 FPU/g + T. harzianum a 12.5 FPU/g)

b=

O experimento de hidrolise foi realizado com celulignina a uma concentragdao de
25g/L, em um volume final de reagcdo de hidrdlise de 50 mL (1,25g de bagaco) e em tampao
citrato de sodio 50 mM, pH 5,0, sob constante agitacdo. O experimento foi realizado em duas
repeticoes e as analises em duplicata. Foi feito um controle com bagaco e solugdo tampao sem
preparado enzimatico.

A suspensdo de bagaco em tampao foi previamente autoclavada e todo procedimento
realizado em fluxo laminar para evitar contaminagao. Aliquotas de 1 mL foram coletadas a
cada 3 horas (6 pontos) durante 18 horas para um acompanhamento da cinética de hidrélise do
bagaco. As amostras foram centrifugadas a 12000 g por 1 minuto para separagdo do substrato
insolivel e da solu¢do de enzimas e acucar liberado. O sobrenadante foi coletado e
armazenado a -20°C para posterior analise. Amostras foram enviadas para andlise de glicose,
celobiose e xilose, em coluna HPX87P em HPLC (segao 4.4.5).

O rendimento de hidrélise foi calculado conforme a equagao:

RE = ART (g/L)x0,9 y
Celulose(g/ L)

100

Onde:

e RE é o rendimento da hidrdlise;

e ART ¢ a concentragao de agucar redutor total liberado na reagdo de hidrolise;

e 0,9 ¢ o fator de correcdo da falta da molécula de 4gua nos residuos de anidroglicose na
estrutura da celulose;

e Celulose ¢ a concentragao de celulose na celugnina total.
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4.45 Andlise dos agUcares liberados por HPLC

Acucares liberados nas reagdes de hidrdlise foram quantificados em sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC — Waters 2415) com coluna Aminex
HPXS87P (Bio-Rad) a 60°C com detector de indice de refracdo (Waters). A fase movel foi

agua Milli-Q em fluxo de 0,6 mL/min. Glicose e celobiose foram utilizados como padrao.

4.4.6 Analise do efeito de BSA na eficiéncia de hidrélise

A Adigdo de BSA foi baseada em trabalho publicado por Yang e colaboradores, em
2006”*, que afirmaram ser possivel aumentar a eficiéncia da hidrolise enzimatica com a
adicao da proteina BSA ao bagago antes da adi¢do do coquetel enzimatico.

Com o intuito de prevenir a adsorcao irreversivel das enzimas na fracdo de lignina
existente nas diferentes amostras de bagago pré-tratado foi adicionado BSA, na concentragao
de 1,5 g/L, 2 horas antes da adicdo do preparado enzimatico. Nesse experimento o coquetel
utilizado foi composto pelo comercial Multifect® e pelos produzidos pelo P. funiculosum e
pelo T. harzianum, com uma atividade de FPase total de 18 FPU/g. Em paralelo foram
realizados experimentos controles sem adi¢ao de BSA.

A cinética e o rendimento de hidrolise, bem como a analise por HPLC dos agucares
liberados, foram realizados da mesma maneira que descrito acima para os experimentos de
hidrolise padrao.

Todos os experimentos de hidrolise enzimatica foram repetidos 3 vezes e os resultados
foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) em um nivel de significancia de 5%. O

teste de Tukey foi aplicado para comparagdo das médias.

4.5 Gel bi-dimensional para caracterizacdo do secretoma de T. harzianum
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Géis 2D foram produzidos com o extrato extracelular de 7. harzianum para
identificacdo preliminar das proteinas que fazem parte do total de proteinas secretadas por
esse fungo. Esse experimento permite a separacdo das proteinas em duas dimensdes, uma de
acordo com o ponto isoelétrico e outra em fung¢do de sua massa molecular. Dessa forma ¢
possivel observar no gel pontos de proteinas coradas (os spots), separadas umas das outras, €
tragcar um perfil do secretoma desse microrganismo. Uma andlise mais detalhada, por
espectrometria de massa, permite, ainda, a identificacdo de cada uma das proteinas, bem como
o entendimento de quais existem em maior ou em menor quantidade naquele extrato.

A focalizagdo isoelétrica (1“ dimensdao — IEF) foi feita utilizando-se fita de 13cm com
pH variando de 3 a 10 e para isso as amostras foram hidratadas por 12 horas na camara de
reidratacdo em equipamento Amersham-Bioscience. As fitas foram posteriormente reduzidas
com ditiotreitol (DTT) 10 mM por 30 minutos a TA e alquiladas com iodoacetamida 100 mM
por 30 minutos a TA em solucdo de equilibrio (Urea 72,1g, Tris-HCl pH8.8 10ml, glicerol
87% 69 ml, SDS 4g, Bromofenol Blue 1% 400ul — para 200ml finais completados com agua
milli-Q). Apds essa etapa as amostras (as fitas da primeira dimensao) foram colocadas em gel
SDS-PAGE de concentra¢do de 15% de acrilamida para corrida da 2* dimensao (de acordo
com a massa molecular). Apos o gel ser corado com Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB
G250) em técnica compativel com espectrometria de massa, os spots de interesse foram
recortados do gel, descoradas com metanol 50% (v/v) e acido acético 5% (v/v), reidratadas
com bicarbonato de amoénio 50 mM e digeridas com tripsina (20 ng/uL) em uma relagao
proteina:tripsina de 100:1 por 15 horas a 37°C. Os peptideos digeridos foram extraidos com
acetonitrila 50% (v/v) e acido formico 5% (v/v).

Os peptideos extraidos foram enviados para analise em espectrometro de massa ESI-
QUAD-TOF (Micromass). Duas andlises diferentes foram realizada: Peptide Mass
Fingerprinting (PMF), na qual os peptideos tém suas massas determinadas, as sequéncias das
proteinas sdo digeridas in situ (www.expasy.com.br) e as massas comparadas para
confirmacdo da identidade ou MS/MS, na qual os peptideos digeridos com tripsina sdo
submetidos a uma nova fragmentagdo e os produtos sdo sequenciados para gerar um arquivo

com dados que sdo comparados a um banco de dados e a identidade da proteina ¢ revelada.


http://www.expasy.com.br/
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4.6 Caracterizacao da enzima exo-1,4-g-D-glucanase (celobiohidrolase I - EC: 3.2.1.91)

de T. harzinaum

4.6.1 Purificagdo da CBHI

A enzima celobiohidrolase I (CBHI) foi purificada por técnicas de cromatografia
liquida em equipamento FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography — Amersham
Bioscience).

A clarificacdo e concentracdo da amostra deu-se por precipitacdo com sulfato de
amonio a 80% de saturagdo. Apds precipitagdo, a amostra foi dessalinizada por troca de
tampao em concentrador vivaspin (Amersham Bioscience) ou submetida a coluna HiTrap
Desalting. O tampao utilizado foi Tris-HCI 50 mM, pH 7.0.

O segundo passo de purificagdo se deu com coluna de troca anidnica Q-sepharose HP
16/10. A proteina foi separada em tampao Tris 50 mM pH 7.0 e eluida em gradiente de 0 a
100% (em 5 volumes de coluna) do mesmo tampao de equilibrio, adicionado de NaCl 1M. A
remocgao de tracos de contaminantes deu-se por um terceiro passo de purificacdo em coluna de
gel filtragdo Superdex 75 16/60 com tampao Tris 50 mM pH 7.0, NaCl 200 mM e glicerol
5%. As amostras foram concentradas e tiveram os tampdes trocados em concentradores
Vivaspin (Amersham-Bioscience).

A pureza da preparacao protéica foi analisada por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
— Polyacrylamide Gel Electrophoresis) em gel de poliacrilamida 15%, sob condigdes
desnaturantes’®. Como marcador de massa molecular foram utilizadas as seguintes proteinas
de massa molecular conhecidas (kit Bio-Rad): soro albumina (66,2 kDa); ovoalbumina (45
kDa); anidrase carbonica (31 kDa); inibidor de tripsina (21,5 kDa); lisozima (14,4 kDa);
aprotinina (6,5 kDa). Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 e o
conteudo proteico determinado pelo método de Bradford’®, com albumina soro bovina como

padrao.
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4.6.2 Digestao da CBHI com papaina para separagdo dos dominios catalitico e CBM

A digestao foi realizada a temperatura ambiente (20°C) por 2 horas com uma relagao
proteina: papaina de 5:1 (w/w) em tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6,5. A separagdo do
dominio catalitico deu-se por cromatografia de exclusdo molecular em coluna superdex 75

10/30, com tampao tris 50 mM pH 7.0 e 200 mM de NaCl.

4.6.3 Eletroforese em gel nativo (em condi¢fes ndo desnaturantes)

Este gel foi usado para a verificacao de possiveis mondmeros, dimeros ou multimeros
das enzimas em questdo. Essa técnica permite a separacao das proteinas baseada na diferenca
de cargas, massa molecular e conformac¢ao, enquanto mantém sua integridade conformacional
e sua atividade biologica. A eletroforese foi feita com o sistema Phast (Amersham
Biosciences) em gel ndo desnaturante com gradiente de 8-25% de acrilamida. Como marcador
molecular foram utilizadas as seguintes proteinas de massa molecular conhecidas:
tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalase (232 kDa), aldolase (140 kDa) e
albumina (67 kDa).

4.6.4 Determinacdo das condi¢fes 6timas de atividade quanto ao pH e a temperatura

por Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR).

Para determinar as faixas ideais de temperatura e pH nas quais a enzima CBHI
apresenta atividade oOtima foi realizado um Delineamento Central Composto Rotacional
(DCCR) contendo 5 niveis para cada variavel independente. Para isso foi feito um fatorial 2?
com 4 ensaios (-1 e +1) adicionados de 4 pontos axiais (-1,44 e +1,44) e 3 pontos centrais (0),
totalizando 11 experimentos, com uma distribuicdo ortogonal. As varidveis independentes (k

= 2), ou seja os fatores analisados, foram baseados na literatura e consistem em temperatura
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(30 a 70°C) e pH (3 a 7). Os valores codificados e reais das variaveis independentes sdo
dados na Tabela 1. No total 11 experimentos foram realizados, sendo 22 experimentos para
um fatorial completo mais 2x3 experimentos extras e trés replicatas do ponto central para
avaliar o erro puro. A variavel dependente, ou resposta obtida (atividade de pNPG) foi

ajustada a um modelo polinomial de segunda ordem conforme demonstrado abaixo:

Y = Bo+ % Bpxj + i Pipei +25 By 7+ e

Onde:
e Y ¢aatividade de pNPG;

e B, ¢é o coeficiente constante;

e B;, Bj ¢ Bj sdo os coeficientes para o efeito linear, o quadratico e o de interagdo,
respectivamente;

e X ¢ avariavel independente;

e £ éoerro.

Os dados dos experimentos foram interpretados pelo programa STATISTICA 7.0
(StatSoft, Inc.) com o objetivo de analisar a significancia estatistica dos coeficientes de
regressdo para as variaveis dependentes, a variancia do ajuste do modelo (ANOVA) e gerar o

grafico de superficie de resposta tri-dimensional (SRM).
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Tabela 1 - Valores codificados e reais para os diferentes tratamentos combinando temperatura
e pH

Variaveis combinadas Variaveis codificadas
Tratamento Temperatura (°C) pH Temperatura (°C) pH
1 30 3 -1 -1
2 30 7 -1 1
3 70 3 1 -1
4 70 7 1 1
5 21,8 5 -1,44 0
6 78,2 5 1,44 0
7 50 2,18 0 -1,44
8 50 7,82 0 1,44
9 50 5 0 0
10 50 5 0 0
11 50 5 0 0

4.6.5 Estudos de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Os estudos de espalhamento de raios-X a baixo angulo foram utilizados para analises
estruturais de baixa resolu¢do de macromoléculas em solu¢do. Foram obtidas informagoes
sobre o estado de oligomerizagdo da proteina. Esta ferramenta funciona bem em estudos
moleculares de proteinas em solu¢dao e proporciona informagdes complementares as obtidas

97; 98; 99 . ~
7777, Esses estudos foram realizados em colaboragdo com o

pela cristalografia de proteinas
Dr. Mario de Oliveira Neto do Instituto de Fisica da USP/Sao Carlos. As medidas de SAXS

foram realizadas na linha SAXS 2 no LNLS, em Campinas-SP.

4.6.5.1 Condicgdes dos experimentos
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O Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) foi coletado para duas
concentragdes de CBH1, 4.5 e 9.0 mg/mL, e dominio catalitico (CORE), 3.5 e 7.0 mg/mL, na
linha SAXS 2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrontron (LNLS, Campinas, Brasil). As
amostras, em tampao Tris-HCI 50 mM, pH7, foram centrifugadas a 23500 g, a 4°C para
remover qualquer agregado. Para as medidas foram utilizados comprimento de onda A=0.148
nm, detector bidimensional CCD (MarResearch USA) e distancia amostra-detector de 1193.4
mm, cobrindo uma transferéncia de ¢ a magnitute do vetor-g e definido por g= 4mw sin 6 / A
(20 ¢ o angulo de espalhamento entre os feixes incidente e espalhado). As amostras foram
colocadas em uma célula de 1 mm de espessura com janela de mica a 10°C. As curvas de
espalhamento das solugdes de proteinas e do tampao foram coletadas em 2 etapas de 300
segundos para monitoramento dos danos causados pela radiacdo a amostra, além da
estabilidade do feixe. A andlise sistematica foi realizada subtraindo os dados pelo ruido
gerado pelo CCD no mesmo tempo de exposicdo, em seguida, normalizando-os pela
intensidade do feixe incidente e multiplicando-os pela absor¢ao da amostra. O espalhamento
da solu¢do tampao foi subtraido da curva de espalhamento das solugdes de proteina nas
diferentes concentragdes. Finalmente os padrdes bidimensionais das diferentes concentragdes
de CBHI foram integrados em 20O usando o software Fit2D e as curvas construidas pela

concentragdo de proteina.

4.6.5.2 Analise dos dados de SAXS

O raio de giro (R,) ¢ uma medida global do tamanho do complexo molecular e foi

12 2
obtido por dois métodos distintos, utilizando a equacdo de Guinier /(g)=1(0)e e pelo

0

) . 100
método de Transformada Inversa de Fourier implementado no programa Gnom , onde

também obteve-se a fungdo de distribuigcdo de distancias p(r) € 0 D, das proteinas.

4.6.5.3 Célculo da massa molecular
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A massa molecular foi calculada para as duas moléculas usando um novo
procedimento implementado na webtool SAXSmoW?®. Esse procedimento para calcular a
massa molecular e consequentemente o estado oligomérico da proteina ndo requer a
intensidade da medida de SAXS em uma escala absoluta e ndo envolve uma comparagdo com

outras curvas de SAXS determinadas de um padrao conhecido de proteinas.

4.6.5.4 Modelo ab initio

Modelos tridimensionais de atomos dummy (DAMs) foram obtidos ab initio a partir

1 101 . ~
o ¢ Gasbor'®'. A determinagio de

dos dados de SAXS utilizando os programas Dammin'
forma ab initio foi realizada partindo de diferentes condi¢des inicias, com o objetivo de
reduzir a probabilidade de se inferir uma estrutura erronea . Este procedimento levou a
resultados consistentes, conforme julgado pela similaridade estrutural dos modelos em um
processo estavel e consistente. O programa Crysol'” foi usado para gerar as curvas de

espalhamento simuladas dos DAMs, bem como para determinagdo de Ry € Dpax, € 0s

parametros de discrepancia ().

4.6.5.5 Modelagem por Homologia dos dominios catalitico (CCD) e de ligacdo (CBM)

As estruturas dos dominios catalitico e CBM foram preditas pelo programa de
modelagem Swiss Model Server '** 1%
Protein Data Bank (PDB) dos dominios da CBHI de T. reesei, o catalitico (PDB id: 2V3I) e o

de ligacao a celulose (PDB id: 1CBH), os quais tém 81.8 e 80,6% de identidade de sequéncia

usando como moldes as estruturas depositadas no

com os dominios da CBHI de 7. harzianum, respectivamente.
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4.6.5.6 Modelo de corpo rigido

A posicao relativa dos dominios cataliticos e de ligacdo a celulose, construidos por
homologia, foi determinada usando modelagem de corpo rigido contra os dados de SAXS.
Até a presente data, devido a alta flexibilidade do “linker”, ndo existem estruturas
cristalograficas de CBHI contendo os dois dominios. O processo de minimizagao foi realizado
utilizando o pacote Sasref'®. O refinamento de corpo rigido determinou as posi¢des relativas
e a orientagdes dos dominios de CBHI, permitindo um melhor posicionamento das estruturas
dentro do modelo de 4tomos dummy (DAM). O programa Crysol'®” foi usado para gerar as
curvas de espalhamento simuladas do modelo de corpo rigido, bem como para determinagao
de Ry € Dpmax, € 0s pardmetros de discrepancia (y).. O modelo de corpo rigido e DAM foram
automaticamente superpostos usando o programa SUPCOMB'?. Figuras da superposicio dos

modelos foram geradas com o programa PyMOL'"”.

4.7 Expressdo heterdloga

Para que as proteinas expressas em baixas concentragdes pelos fungos pudessem ser
produzidas em quantidades significativas para os testes de caracterizagdo a que o projeto se
propunha, foram feitos testes de expressao heterdloga. Os microrganismos escolhidos para

essa proxima etapa foram a levedura Pichia pastoris e o fungo filamentoso Aspergillus niger.

4.7.1 Expressdo heterdloga em Pichia pastoris

A estratégia de expressao da proteina swolenina utilizou, primeiramente, o sistema de
expressao de leveduras e elegeu a P. pastoris para tal experimento pela sua bem conhecida
capacidade de secrecdo de enzimas celulases.

As células de P. pastoris foram mantidas em estoques permanentes em meio YPD
(extrato de levedura, peptona e glicose) com 30% de glicerol a -80°C. O cultivo da levedura

deu-se a 28°C com os meios de cultivo adequados a cada fase do experimento.
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4.7.1.1 Clonagem do gene da swolenina de T. reesei em vetor de expressao para P.
pastoris

O gene da swolenina foi isolado de uma biblioteca de cDNA de T. reesei (produzida
pelo Dr. Jos¢ Ribamar dos Santos Ferreira Jinior) com os seguintes oligonucleotideos:
5’CAT ATG AAT TGC GCA GCA TTA TTT GGC3’ (FW) e 5’ GCG GCC GCT CAATTC
TGG CTA AAC TGC ACA C3’ (RV), os quais contém sitios para as enzimas de restricao
NDE e NOTI, respectivamente. O fragmento amplificado foi subclonado no vetor pET28a e a
construcdao foi utilizada como DNA molde para uma segunda amplificagdo por PCR para
recuperagdo da sequéncia de DNA da proteina em estudo adicionada da cauda de histidina do
pET na por¢do aminoterminal do fragmento. Os oligonucleotidos utilizados foram:
5’AGACCTAGGATGGGCAGCAGCCATC3’ (FW) e o reverso se manteve o mesmo da
construgdo anterior. Esse oligonucleotideo possui sitio para a enzima Avrll. O fragmento
amplificado foi, entdo, subclonado no vetor Ppic9k (Figura 12) com a lineariza¢do do vetor
sendo dada por Sacl. Essa estratégia beneficia a formacio do fenotipo His Mut” em GS115,
pois permite a inser¢ao do gene no AOXI1 do genoma da levedura. O fator de secre¢ao a-

factor permite que a proteina seja secretada da célula.

Figura 12 — Vetor pPIC9K utilizado para expressédo do gene da swolenina em P. pastoris.

4.7.1.2 Transformacéao de células de P. pastoris

O protocolo de transformagdo seguiu o proposto no manual da invitrogen para
transformagao por eletroporagdo (Pichia Expression Kit Version F), disponivel online, em

equipamento da BioRad. O método de sele¢do escolhido foi por placas com meio MD (YNB
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1,34%, biotina 4x107°%, dextrose 2%, Agar 1,5%) para sele¢do de coldnias transformadas por
fenotipo His". As duas linhagens de P. Pastoris utilizadas, GS115 e KM71, foram testadas, e
cada uma foi transformada com o vetor pPIC9k possuindo o gene da swolenina ou vazio para

controle do espectro de proteinas nativas (background) secretadas pela levedura.

4.7.1.3 Expressédo da swolenina de T. reesei em P. pastoris

A estratégia de expressao adotada foi baseada no manual da P. pastoris disponivel no
site da invitrogen. Foram escolhidos os meios minimos BMG (fosfato de potassio 100 mM
pH 6.0, YNB 1,34%, biotina 4x10°%, glicerol 1%) para crescimento das células e BMM
(fosfato de potassio 100 mM pH 6.0, YNB 1,34%, biotina 4x10°%, metanol 0,5%) para
expressao da proteina.

A expressio se deu inoculando uma coléonia isolada selecionada por His™ em 24 mL de
meio BMG com crescimento a 28°C, 250 rpm até que uma DOgoonm de 2-6 fosse alcangada
(aproximadamente 18 hrs) para que as células se encontrassem em fase log de crescimento.
Nesse momento as cé¢lulas foram entdo centrifugadas a 1500 g por 5 minutos a temperatura
ambiente e tiveram seus precipitados ressuspendidos em meio BMM para DOgponm final de
1.0. A cultura permaneceu crescendo por 96 hrs nas mesmas condi¢des e 0,5% de metanol foi
adicionado a cada 24 hrs. Amostras de 1 mL foram retiradas diariamente para
acompanhamento da expressdao. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante e o
precipitado foram congelados para futura analise. Aos sobrenadantes foram adicionados
EDTA e PMSF na concentragdo de ImM final para evitar degradagdo das proteinas por

proteases nativas secretadas pela levedura.

4.7.1.4 Andlise da expressdo da swolenina de T. reesei em P. pastoris

O sobrenadante foi concentrado 10 vezes e a amostra concentrada foi aplicada em

SDS-PAGE 10% de acrilamida. O gel foi corado com Comassie Brilliant Blue R-250.
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4.7.1.5 Teste de purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina expressa

A purificagdo se deu em cromatografia de afinidade por ions metéalicos imobilizados
(IMAC) em coluna com cobalto (Clontech Laboratories). O tampao (A) consiste em Tris 50
mM, pH 7,0 com NaCl 150 mM. Apoés a interagdo da proteina, a coluna foi lavada com o
mesmo tampdo (A) adicionado de imidazol 10 mM. As elui¢des se deram por tampdo A com

100 e com 250 mM de imidazol.

4.7.2 Expressao heterologa em Aspergillus niger

O trabalho de clonagem e expressdo das proteinas foi realizado em colaboragdo com o
Prof. Dr. Adrian Tsang, do Centro para Gendomica Estrutural e Funcional (CSFG) da

Universidade de Concordia, em Montreal, Canada.

4.7.2.1 Clonagem dos genes da CBHI, CBHII e EGLI (de T. harzianum) e EGLII (de T.
reesei)

Para amplificagdo dos genes de interesse no estudo em questdo foram desenhados
oligonucleotideos especificos de acordo com sequéncia génica previamente estabelecida. Os
oligonucleotideos foram construidos de forma a flanquear as extremidades 5’e¢ 3'do gene
quando a proteina inteira era o produto de expressdo requerido ou margeando dominios
especificos, quando desejado. As proteinas escolhidas para o presente trabalho foram:
Celobiohidrolase I (CBHI - Cel7A), Celobiohidrolase II (CBHII - Cel6A) e Endoglucanase I
(EGLI - Cel 5A) do fungo T. harzianum e Endolgucanase II (EGLII — Cel7B) do fungo T.
reesei. As trés construcdes feitas para cada proteina foram: o gene inteiro (full length) e os
dois dominios em separado — dominio core catalitico (CCD) e médulo de ligacdo a celulose
(CBM). Para delimitagdao dos dominios foi utilizado o programa Conserved Domain Database

(CDD)'® (Figura 13). As 12 construgdes foram produzidas em plataforma high throughput de
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clonagem utilizando as técnicas Gateway® ou LIC (Ligation Independent Cloning), conforme

discutido mais adiante .
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Figura 13 — Desenhos apresentados pelo CDD apos analise das sequéncia e delimitagdo dos dominios para
estratégias de clonagem. A) CBHI; B) CBHII; C) EGLI e D) EGLII

Para facilitar posterior processo de purificagdo dessas proteinas foi adicionada uma
sequéncia extra de bases, que codificam uma sequéncia de 6 histidinas, na por¢ao 3’de cada
gene. Para futura remocdo dessa cauda fez-se a inser¢ao de uma sequéncia de bases sitio
especifica para clivagem pela proteina trombina. Para que ocorresse a secre¢dao das proteinas
expressas ¢ fossem asseguradas todas as modificacdes poOs traducionais necessarias, as
construgdes foram feitas de modo a existir uma sequéncia génica codificador de uma
sequéncia sinal na porgdo 5> de cada gene. As proteinas inteiras e aos seus dominios
aminoterminal foram mantidas as sequéncias sinal proprias. No caso dos dominios
carboxiterminal foi necesséario adicionar uma sequéncia sinal na regido 5’ do gene. A adicao
se deu por insercdo no oligonucleotideo e a sequéncia escolhida consiste na sequéncia sinal da
proteina da manase (ManA) de Phanerochaete crysosporium por ser ja bastante utilizada pelo
seu facil reconhecimento pelo fungo 4. niger:

3’ ATGTTGAAAATCGGGTTCCTCGCTCTTGCATTTGCGCTCTCGCCGCTGGCGCAG
GCTCAGMLKIGFLALAFALSPLAQAQ 5°.
A estratégia utilizada consiste na incorporagdo dessas sequéncias adicionais ao DNA

através dos proprios oligonucleotideos. Uma vez que o comprimento do oligo desenhado,
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apos adicdo de todas as caudas necessarias, tornou-se muito longo, foi escolhida a opgao de se
realizar a reagdo de amplificacdo no termociclador em duas etapas, com dois pares de
oligonucleotideos diferentes, para evitar possiveis complicagdes. Para as duas etapas de
amplificacdo para a clonagem por Gateway® foram utilizados dois oligonucleotideos reversos
diferentes e um anverso, enquanto que o procedimento realizado por LIC exigiu dois pares
diferentes devido a inser¢do, também, da sequéncia sinal. Como DNA moldes foram
utilizadas bibliotecas de cDNA previamente obtidas para os fungos 7. harzianum e T. reesei.
Os parametros utilizados para amplificagdo dos genes no termociclador foram: um
primeiro passo de desnaturagdo a 95°C seguido por 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 65°C e 2
min a 72°C e finalizando a 72°C por 10 min. As duas reagdes de amplificacdo foram feitas
pela enzima de alta fidelidade Phusion® DNA polimerase, em tampao apropriado seguindo
manual e na presenga de 250 uM de dNTP, 2 mM de MgCl,, 0,5 uM de oligonucleotideos,
DNA molde e 3% de DMSO. As reacdes foram feitas em duas etapas, com a primeira

servindo de DNA molde para a segunda, apos conferéncia em gel de agarose 1%.

A Tabela 2 apresenta os oligonucleotideos das duas reacdes de amplificacao

desenhados para cada construgdo bem como a tecnologia empregada em cada clonagem.

Tabela 2 - Oligonucleotideos desenhados para amplificac@oo dos genes e tecnologia empregada na clonagem.

- TECNOLOGIA

GENE OLIGONUCLEOTIDEOS CTONAGEM

fCBHI Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGTATCGGAAGTTGGCCGTC Gateway®*
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCAGGCACTGAGAGTAGAATG

catCBHI Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGTATCGGAAGTTGGCCGTC Gateway®*
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGAGTGCTGCCAATGGGTC

cbmCBHI Fwl CTCGCTCTTGCATTTGCGCTCTCGCCGCTGGCGCAGGCTCAGACACACTACGGCCAG LIC**
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCAGGCACTGAGAGTAGAATG

fCBHII Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGTTGTAGGCATTCTTGCGACTC Gateway®*
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCAGGAATGACGGGTTC

catCBHII Fwl CTCGCTCTTGCATTTGCGCTCTCGCCGCTGGCGCAGGCTCAGGCCAATTCCTTTTAT LIC**
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCAGGAATGACGGGTTC

cbmCBHII Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGTTGTAGGCATTCTTGCGACTC Gateway®*
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGAAGACACTGGGAGTAGTAG

fEGLI Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGCTCTCTCTGGTCC Gateway®*
RV1IATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCTATAGGCATTGCGAGTAGTAATC

catEGLI Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGCTCTCTCTGGTCC Gateway®*
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGAGTGGTTGAACCAATATCTCCCC

cbmEGLI Fwl CTCGCTCTTGCATTTGCGCTCTCGCCGCTGGCGCAGGCTCAGCACTGGGGCCAGTGT LIC**
RV1ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCTATAGGCATTGCGAGTAGTAATC

fEGLII Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAACAAGTCCGTGGCTCC Gateway®*
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCTTTCTTGCGAGACACGAG

catEGLII Fwl CTCGCTCTTGCATTTGCGCTCTCGCCGCTGGCGCAGGCTCAGAACTACCCCGATGGC LICH
Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCTTTCTTGCGAGACACGAG

CbmEGLII Fwl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAACAAGTCCGTGGCTCC Gateway®*

Rvl ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCATTGCGCATAATAAGG

*Rv2: GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAATGATGATGATGATGATGGGATCCACGC
**Fw2: TACTTCCAATCCAATCCATTTGACGATATGTTGAAAATCGGGTTCCTCGCTCTTGCATTT
**Rv2: TTATCCACTTCCAATCCATTTGTCAATGATGATGATGATGATGGGATCCACGC
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Apds as duas reagdes de amplificagdo, os genes amplificados foram visualizados em
gel de agarose 1%, corrido até 200V, corado com brometo de etideo (EtBr) e comparados a
marcador de DNA de 1kb. Em seguida foram preparados para ligagdo ao vetor de expressao
de acordo com protocolo da técnica de clonagem empregada, detalhado a seguir.

O plasmideo de expressao ANIp7G (Figura 14) foi construido a partir do vetor pUCI18,
conforme descrito no artigo de Storms e colaboradores em 2005'". Ele se caracteriza por
possuir os sitios inicial e terminal do promotor da glucoamilase de 4. niger (glaA), sendo
induzido por maltose ou amido; o marcador auxotréfico pyrG, que codifica a orotidina-5'-
monofosfato carboxilase necessaria para a sintese da uridina, promovendo prototrofia a cepa
mutante auxotrofica para uracila, e os sitios de recombinagdo a#fP para a clonagem por

Gateway®.
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Figura 14 - Vetor de destino ANIp7G esquematizado para ambas plataformas de clonagem: (A) Gateway® com
os sitios att e (B) LIC com o sitio LIC de ligagdo. Os sitios de corte para as enzimas de restri¢cdo sao
apontados, bem como a regido do marcador pyrG e do promotor Gla.

4.7.2.1.1 Plataforma de clonagem por Gateway®

A tecnologia Gateway® ¢ um método universal de clonagem baseado em propriedades

110

de recombinacdo sitio-especificas do bacteriofago lambda . Essa técnica permite, de modo

rapido e altamente eficiente, integrar sequéncias de DNA em diferentes vetores, em uma
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plataforma high throughput, facilitando a realiza¢do de testes de expressdo de proteinas em
multiplos sistemas e a clonagem de diversos genes de uma s6 vez em um mesmo

. 111
experimento .

No sistema Gateway® os sitios de recombinagdo att originais foram
modificados para aumentar a eficiéncia e especificadade da reagdo' .

A recombinagdo ocorre entre sitios especificos de ligagdo (atrachment — “att”), attB
(bactéria) no gene de interesse e attP (phago) no vetor de entrada. Apos a recombinagdo, 0s
sitios attB e atfP dao origem aos sitios atfL e attR. O vetor de entrada clonado, agora com os
sitios attL sera recombinado com qualquer vetor de destino (expressao) que possua os sitios
attR e essa recombinacdo ird reconfigurar os sitios atfB e attP (Figura 15). Vale aqui ressaltar
que qualquer plasmideo de expressao, para diferentes organismos, pode ser convertido em um
vetor para plataforma Gateway®, bem como um gene clonado em um plasmideo de destino
pode ser realocado para outros vetores de expressao somente fazendo seu retorno ao vetor de
entrada e, entdo, uma nova recombinagdo LR permitira que esse gene seja clonado em novos
vetores de expressao. Apesar da recombinacdo ocorrer entre uma regido homologa de cerca
de 15 pb, faz-se necessaria a adicdo uma sequéncia extra em torno dessa regido, a qual ¢
requerida pelas proteinas de recombinacdo''’. Para esse experimento foram adicionadas em

todas as construcdes clonadas por Gateway® as seguintes caudas aos oligonucleotideos:

~
Oligo Fw_ 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT...(gene de interesse)3’
Oligo Rv_ ’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT...(gene de interesse)3’
J
’ : ™
attB-PCR Vetor de Enz.'midﬂ?se Vetor de attR-ccdb
& entrada R L entrada .
attt gene artB \ 49 \ J attR ccdB arR
ar® " ccds aftl gene ot
Vetor de  Enzimaclonase™, Vetor de
Vetor de Destino " Destino
entrada /, . — \ x ,
4= (expressdo) . (expressdo) eh /
art gene atf atiR — ccdp % k Qenejﬁr8 AP ceds atr

Figura 15 — Esquema demonstrando os passos de clonagem pela plataforma Gateway® a partir do vetor de
entrada e do produto de amplificagdo do gene, ambos com as caudas a#f até a inser¢do ao vetor de
expressao.
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A clonagem se deu com o kit da Invitrogen®, contendo o vetor intermedidrio para a
ligagdo BP (pDONR201 — Figura 16) e todas as enzimas necessarias para a recombinacdo. Os
protocolos detalhados a partir de agora seguiram a recomendacdo do fabricante com alguns

ajustes.

Figura 16 - Esquema do vetor de entrada pDONR201 utilizado na primeira recombinagido (BP) da clonagem por
Gateway®. Esse vetor permite a transferéncia do gene para qualquer outro vetor de expressdo
Gateway® (recombinagdo LR).

As reacdes de ligacao dos genes amplificados com as caudas de recombinacao attB ao
vetor pPDONR201, portador da cauda attP, foram realizadas em placas de 96 pocos com cada
reacdo compreendendo: 2 pL do tampao de reacdo clonase™ BP (5x); 0,5 uL de enzima
clonase™ BP; 0,5 uL de tampao TRIS-EDTA (TE), pH 8.0, ¢ 1 uL do produto attB-PCR. As
reacoes foram mantidas a 25°C por 1 hora ou a temperatura ambiente por 15 horas, quando
foram, entdo, transformadas em bactéria Escherichia coli DH5a competente (se¢ao 4.7.2.1.2)
para a propagacao de plasmideo.

As coldnias positivas para a selegdo pelo antibidtico kanamicina (resisténcia conferida
pelo vetor pPDONR201) foram inoculadas em 1 mL de meio 2YT (1,6% de triptona, 0,5% de
extrato de levedura e 0,5% de NaCl) em placas de 96 pocos de 2 mL, cobertas com papel
aluminio e cultivadas por 15 horas a 30°C sob agitacdo de 220 rpm. Os cultivos foram
centrifugados a 4000 g e os plasmideos purificados com kit Qiagen® conforme instru¢des do
fabricante.

Para verificagdo das clonagens os plasmideos foram digeridos com a enzima de
restricdo BrsGI (New England Biolabs) para liberagdo do inserto, quando este tivesse sido
corretamente inserido no vetor. A reagdo se deu por adicdo de: 3 puL da preparagdo de

miniprep; 0,1 uL de BSA (100x); 1 pL do tampao 2 (10x); 0,1 pL de BsrGI (10 U/ uL) e 5,8
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uL de 4agua a 37°C por 1 hora. As reagdes foram analisadas em gel de agarose da mesma
forma descrita acima.

Os vetores positivos foram encaminhados para a segunda etapa de clonagem, a
recombinacdo LR. A reagdo foi composta por: 2 puL do vetor de destino ANiP7G (30 ng/uL);
1 pL do tampado clonase™ LR; 0,5 pL de enzima clonase™ LR; 0,5 pL de tampao TE pHS8.0
e 1 pL da preparagdo de miniprep do DNA de entrada (clone pDONR BP). A reacdo foi
mantida por 25°C por 2 hrs. Ao término da reacdo a amostra foi tratada com proteinase K a
0,2 pg/uL, por 10 min a 37°C para inativagdo das enzimas de recombinacdo.

Os plasmideos, apos novo processo de transformacgdo e purificagdo, foram analisados
quanto a correta inser¢do do gene no vetor ANip7G, da mesma forma que para a ligagdo BP

ao pDONR201, ou seja, com digestdo pela enzima de restricao BsrGl.

4.7.2.1.2 Preparo de bactéria competente e transformacdo do DNA

As bactérias foram preparadas para o recebimento do DNA exogeno pelo método de
CaCl, (0,1 M). Nesse método as bactérias sdo submetidas a um tratamento em um meio
hipotonico contendo calcio que as torna competentes para a transformacdo do DNA
plasmidial. As bactérias sdo preparadas a partir de uma cultura em fase exponencial de
crescimento, através de sucessivas lavagens do precipitado de bactérias com uma solugao de
CaCl, e armazenadas a -80°C. A transformagdo foi feita a partir de choque térmico para

inser¢ao do DNA na célula.

4.7.2.1.3 Clonagem por LIC (Ligation Independent Cloning)

Essa técnica ¢ baseada na propriedade de exonuclease no sentido 3'-5" da T4 DNA
polimerase. A atividade exonuclease ocorre removendo um a um os nucleotideos da
extremidade 3°. Normalmente essa atividade ¢ balanceada pela adi¢do imediata de uma nova

base, uma vez que a enzima possui também a atividade polimerase. Na presenca das 4 bases
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nitrogenadas a enzima mantém integra a sequéncia por adicionar uma nova base toda vez que
uma ¢ removida.

No entanto, na técnica de LIC esse balanco ¢ desregulado propositadamente, de forma
que faltem algumas bases e a atividade de exonuclease da enzima seja favorecida criando um
terminal coesivo no DNA. Ou seja, se a sequéncia adicionada ao DNA, através dos
oligonucleotideos, possuir um residuo de guanina somente no décimo nucleotideo a partir do
terminal 3’ ¢ a molécula for tratada com T4 DNA polimerase somente na presenga de dGTP,
significa que ela removerd todos os nucleotideos e so finalizara a atividade de exonuclease
quando chegar ao décimo residuo. Geralmente sdao desenhados oligonucleotideos para
amplificacdo de vetor e do gene que gerem extremidades que permitam a enzima criar
terminais complementares e coesivos de 15-20 nucleotideos. E devido as diferencas entre as
extremidades, a ligagao ¢ unidirecional.

Essa complementaridade oferece ligagdes de hidrogénio, que apesar de nao formarem
as ligacdes covalentes do esqueleto fosfodiéster, sdo estdveis o suficiente para serem
transformadas nas bactérias e reparadas posteriormente por ligases da célula hospedeira'".

No presente trabalho o vetor ANiP7G e os genes de interesse (conforme ja
apresentado na Tabela 1) foram amplificados com oligonucleotideos contendo a seguintes

caudas LIC:

et N

Anverso 5" AAATATTGGAAGTGGATAACCTGCAGGTCCGCGAATATTCCG(vetor)3’
Reverso S’AAATATTGGATTGGAAGTACATGCAAGCTTGGCACTGGC(vetor)3’
Genes:

Anverso 5’-TACTTCCAATCCAATCCATTTGACGATATG(gene) -3’

Reverso 5’-TTATCCACTTCCAATCCATTTGTCA(gene)-3’

/

Enquanto a amplificacdo dos genes esta descrita na se¢do anterior, a amplificagdo do
vetor, que ocorreu nas mesma condicdes, deu-se com a seguinte reacdo no termociclador: 98°C
por dois minutos, seguido por 35 ciclos de 98°C por 10 segundos e 68°C por 4 minutos, com
adicdo de 10 segundos a cada ciclo e finalizando com 70°C por 10 minutos. A analise do
produto de amplificagdo se deu por gel de agarose conforme descrito acima. Ao término da

reacdo sdo adicionados 2pul da enzima DPN1 (New England Biolab) para degradagdo da
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fracdo de vetor circular presente na amostra para evitar problemas de falso positivo apds
ligagdo do vetor e transformagdo bacteriana. A reagdo se deu por 15 horas a 37°C e 20 minutos
a -80°C.

O vetor e os genes amplificados, foram, em seguida, purificados do gel e tratados com
T4 DNA polimerase na presenca de somente dGTP (no caso do vetor) ou dCTP (para os
genes). A purificacdo se deu por aplicacdo de gel de agarose preparativo de DNA, o recorte das
bandas do gel e purificagao com kit Quiagen® de acordo com instru¢des do fabricante. A etapa
de purificagdo ¢ extremamente importante, uma vez que exclui da amostra de DNA qualquer
resquicio de outros nucleotideos que possam interferir no trabalho da T4 DNA polimerase. O
tratamento com a T4, apds a limpeza da amostra, deu-se com 500 ng do vetor ou 200 ng do
inserto, tampao NEB 2 (1x), 2,5 mM de dGTP, 0,15 U/uL da enzima T4 ¢ 4 mM de DTT em
20 pL final completados com agua. A reacdo foi mantida a 22°C por 30 minutos e depois a
75°C por 20 minutos para parar a reacao.

A ligagdao do inserto ao vetor foi feita reagindo os dois de forma equimolar em, no
maximo, 8 upL, por 30 minutos a temperatura ambiente. O esquema da ligagdo pelas

extremidades coesivas pode ser observado na Figura 17, a seguir:

Vetor amplificado com a cauda LIC

5" (VETOR) - 4 S _(VETOR) 3*
37 (VETOR) 5° 3 (VETOR) 5*
v
Vetor tratado com T4 (com d&TP)
% (VETOR) G 3 5 (VETOR) 3’
3" (VETOR) f it ACH 1 i AT 5 3 {(VETOR) S5’

Gene amplificado com a cauda LIC

(GENE) 3
A" (GENE) $*

v
Gene tratado com T4 (com dCTP)
{GENE) 3 5' (GENE) 3
3 (GENE) S 3' (GENE) S

CLONE

&' (VETOR) (GENE) 3*
3' (VETOR) ; ACATGIA ] A A

. (VETOR) 3
3’ (GENE) ( ; (VETOR) 5°

Figura 17 — Esquema demonstrando as extremidades coesivas construidas pela T4 DNA polimerase de acordo
com estratégia do procedimento de clonagem por LIC (Ligation Independent Cloning).

Os clones ligados foram, agora, submetidos a transformacgdo bacteriana e purificacdo
dos plasmideos da mesma forma que descrito para a plataforma Gateway® e encaminhados

para posterior conferéncia da inser¢do do gene no plasmideo. Na plataforma de clonagem por
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LIC, a andlise dos clones positivos € feita por amplificacdo dos genes pelos oligonucleotideos
especificos (Tabela 2), utilizando os clones recém formados como DNA molde. As reagdes sao
feitas conforme ja descrito ¢ o DNA ¢ visualizado em gel de agarose também da mesma

maneira.

4.7.2.2 Transformacao dos clones em protoplasto de A. niger (cepa pyll)

4.7.2.2.1 Preparagao do protoplasto

Protoplastos foram preparados a partir da digestdo enzimatica da parede celular do
micélio jovem. Para isso foi feito um inéculo contendo 2x10° esporos/mL em 200 mL de meio
CM (meio completo) liquido, em erlenmeyers de 1000 mL. Incubado em estufa com agitacao
a 100 rpm, 30°C, por cerca de 16 horas. No dia seguinte, a cultura foi filtrada a vacuo
utilizando-se membrana de filtracao miracloth® (Merck). O micélio foi filtrado e lavado com
solu¢ao de MgSO4 0,6 M, com 3 volumes em relagdo ao conteudo inicial. O micélio obtido,
seco, foi transferido para frascos previamente pesados e calcular o peso do filtrado. Utilizar 5
mL da solu¢ao osmotica OM (NaH,PO4/ Na,HPO, 32 mM e MgS04.7H,0O 1,2 M) para cada
1 grama de micélio para diluir a enzima VinoTaste Pro (Novozymes), em uma relacdo de 250

mg de coquetel para cada 1 grama de micélio. Enzima e protoplasto foram incubados em

estufa a 30°C, sob agitacdo de 100 rpm, por algumas horas (3-6 horas), até que o grau de

digestdao da parede celular fosse satisfatorio e a quantidade de protoplasto obtida fosse grande
o suficiente (espera-se concentracdo acima de 1x10’ protoplastos/mL depois de 4-5 horas de
digestdo). O grau de protoplastizacdo foi monitorado a cada 1 hora retirando pequena amostra
para andlise em ldmina em microscopio. Geralmente, cerca de 70-80% do micélio ¢
protoplastizado ap6s 3 horas. A mistura foi filtrada a vacuo, novamente utilizando a
membrana de filtragdo miracloth®. Num tubo falcon de 50 mL foram adicionados volumes
iguais de solucdo TB (Sorbitol 0,6 M e Tris-HC1 100 Mm, pH 7,5) e a mistura de protoplasto
filtrado. A amostra foi centrifugada a 3750 rpm, 4°C, por 20 minutos. A camada

intermedidria (amarela) foi coletada com uma pipeta Pasteur e transferida para outro tubo
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falcon. O pellet foi lavado com solugcdo SC (Sorbitol 1M e CaCl, 66,2 mM) gelada até
completar o volume de 40-45 mL do tubo, seguido de homogeneizagdo suave. A amostra foi
centrifugada a 3750 rpm, 4°C, por 5 minutos e teve o sobrenadante descartado. Em seguida
foi ressuspendido em 2 mL de solugcdo SC para realizar a contagem em Camara de Neubauer.
Apds os calculos os protoplastos foram diluidos em solucdo SC de forma que fique uma

concentracio final de cerca de 5x10 protoplastos/mL.

4.7.2.2.2 Transformacao do protoplasto de A. niger

O processo de transformagdo do protoplasto com o vetor carregando o gene de
interesse para integragdo ao genoma do A. nmiger, inicia com a mistura de 200 pL de
protoplasto (1 x 10’/ mL) com 10 pL de DNA (5 — 10 pg), 100 pul de PEG 4000 20% (em 1 M
de Tris-HCL, pH 7.5 com 1M de NaCl,) e 20 uL de 0,4 M de ATA (aurintricarboxylic acid -
previne degradacao do DNA) por 10 minutos a temperatura ambiente (TA). Em seguida sdo
adicionados 1,5 mL de PEG 4000 60% (em 1 M de Tris-HCL, pH 7.5 com 1M de NaCl,) e
mantido por 20 minutos a TA. Sdo adicionados, entdao, 5 mL de 1,2M de sorbitol e
centrifugados por 10 min a 3750 rpm TA. Em todos os passos ¢ realizada homogeneizacao
por inversao com cuidado para preservar integridade do protoplasto.

Apos centrifugagdo, o sobrenadante ¢ descartado e o precipitado ressuspendido para 1
mL de volume final com Meio de Regeneragdo Seletivo (SRM - 34 % de sucrose, 70,6 mM
de NaNOs, 6,7 mM de KCI, 11,1 mM de KH,POy4, 0,2 mM de KOH, 2 mM de MgS04.7H,0 e
elementos traco) e distribuido em 3 placas de petri com meio SRM com 1,5% de agar, em
volumes iguais, plaqueado e mantido em estufa hiimida a 30°C por cerca de 4-6 dias.

A cepa A. niger pyll possui marcador de selecio pyrG, sendo auxotréfico para
uracila, logo o meio seletivo (SRM) permite o crescimento somente das células que tiveram o
DNA do vetor integrado ao seu genoma e com isso adquiriram a capacidade de produzir

uracila.

4.7.2.2.3 Teste de expressao dos transformantes selecionados
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As colonias selecionadas crescidas apos 4-6 dias foram testadas quanto a sua
capacidade de expressao do gene especifico. Cada colonia foi inoculada individualmente em 1
mL de meio MMJ (meio minimo com 15% de maltose) e placas de 24 pogos foram utilizadas
para os testes. As placas permaneceram em cultura estaciondria por 7 dias a 30°C . Géis de
SDS-PAGE, 15% de acrilamida, foram utilizados para o monitoramento do secretado pelas
culturas entre 5 e 7 dias de cultivo. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-
250 e descorados com acido acético 10%.

Todo o precedimento de clonagem foi realizado para as proteinas swoleninas, de T.
harzianum e T. reesei, tanto a proteina inteira quanto o dominio expansina € o CBM em

separado, da mesma forma que as demais celulases.

4.7.2.3 Caracterizacao das proteinas expressas

4.7.2.3.1 Producao das enzimas

As coldnias identificadas como positivas nos testes de expressao foram repicadas para
nova placa SRM e mantidas em estufa a 30°C por 6 dias. Os esporos produzidos em cada
placa foram coletados em 12 mL de solugdo salina (0,5% NaCl) e contados em camara de
Neubauer. 2x10° esporos/mL foram inoculados em meio MMJ em frascos erlenmeyers e
mantidos em cultura estacionaria em estufa a 30°C por 6 dias.

As culturas foram, ao final de 6 dias, filtradas em papel filtro e concentradas por
precipitacdo com sulfato de amonio a 80% de saturacdo por 12 horas. A amostra foi, entdo,
centrifugada a 9000 rpm por 40 minutos, o sobrenadante descartado e o precipitado de
proteina resolubilizado em tampao adequado ao proéximo passo de purificacao.

As sete proteinas produzidas foram encaminhadas aos ensaios de purificacdo por
cromatografia de afinidade, uma vez que possuem cauda de histidina fusionada na porcao
carboxi-terminal. Para isso foi necessario dessalinizar as amostras em coluna de gel filtragdo

da mesma forma que descrito para purificagdo da CBHI de T. harzianum.
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4.7.2.3.2 Purificacdo da enzima CBHIl e do dominio catalitico da EGLI de T.
harzianum e da EGLII de T. reesei

As enzimas CBHII e EGLII foram purificadas por cromatografia de afinidade em
metal imobilizado (IMAC), em coluna de cobalto (TALON - Clontech) sendo eluidas da
coluna com 150 mM de imidazol em tampao de equilibrio (fosfato de sd6dio 50 mM, pH 7.0,
300 mM de NaCl). As lavagens da fracao ligada ndo especificamente se deram em 5 vezes de
2VC (volumes de coluna) com tampao de equilibrio e as eluicdes foram feitas em 3 passos de
1 VC. O dominio catalitico da EGLI foi1 purificado por precipitagdo com sulfato de amoénio
seguido por cromatografia de exclusdo molecular, conforme descrito a seguir.

Os estudos com as enzimas EGLII e CBHII estao em estagio inicial de caracterizagao.
Por hora foi estabelecido protocolo de purificagdo, conforme descrito acima e teste de
atividade para confirmar que além de produzida e purificada a enzima estava ativa. Os estudos
de caracterizagao biofisica, bioquimica e estrutural estdo sendo realizados por outros alunos

do grupo de Biotecnologia Molecular sob a mesma orientacao.

4.7.2.4 Caracterizacao do dominio catalitico da EGLI (catEGLI), uma Cel5A de T.

harzianum

O dominio catalitico da EGI de T. harzianum, expresso em A. niger, de acordo com
secdo 4.7.2, foi purificado por precipitacdo com sulfato de amdnio seguido por gel filtracdo. O
extrato extracelular do fungo A. niger apds os 5 dias (120 horas) de cultivo apresentou-se
bastante limpo em termos de proteinas nativas (background) consideradas contaminantes no
processo de purificagdo da proteina alvo. Esse perfil sugeriu um processo de purificacdo
simples e em poucas etapas a fim de se evitar perdas no rendimento da proteina. Para isso a
proteina foi precipitada com sulfato de amonio a 80% de saturagdo por 15 horas. Em seguida
foi aplicada a coluna Superdex 75 16/60 em sistema Akta Purifier (GE Healthcare®) em
tampao citrato de sédio 50 mM, pH 5.0 com 150 mM de NaCl.

Para confirmagdo da homogeneidade da proteina apds o processo de purificacdo, e

averiguacdo da existéncia de possiveis contaminantes, ela foi submetida a experimento de
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SDS-PAGE corado com nitrato de prata (AgNOs)''* para maior sensibilidade do método de
visualizagdo. Apos a confirmagdo do alto grau de pureza € que a proteina foi encaminhada
para os ensaios de caracterizagao.

A proteina pura foi aplicada em gel filtracdo analitica Superdex 75 10/30 (GE
Healthcare) a um fluxo de 0,5 mL/min com tampao citrato de sédio 50 mM, pH 5.0. A
coluna, calibrada com proteinas de massa molecular conhecidas e nas mesmas condigdes que
a proteina em estudo, serviu para conferéncia da massa molecular exata e do estado
oligomérico da enzima nessas condigoes.

A caracterizacdo inicial da proteina deu-se no sentido de confirmar seu perfil de acao
de endoglucanase e identificar alguns parametros de atividade, condigdes Otimas e

estabilidade.

4.7.2.4.1 Teste de estabilidade — atividade residual

Para verificagao da estabilidade da proteina a mesma foi incubada a 50°C, em pH 3, e

aliquotas foram retiradas de tempo em tempo para andlise de sua atividade contra CMC 1%.

4.7.2.4.2 Gel nativo

Para caracterizagdo do estado oligomérico da proteina foi realizado experimento de
eletroforese em condicdes nativas. O ensaio se deu da mesma forma que descrito

anteriormente, na caracterizagdo da CBHI (secdo 4.6.3).

4.7.2.4.3 Painel de substratos

Apos confirmagdo da identidade e integridade da enzima, por teste contra CMC 1%

foi realizado teste de atividade da enzima a 2 puM, contra painel com ampla variedade de
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substratos, para identificagdo das moléculas que a enzima catEGLI ¢ capaz de quebrar. Foram
testados os seguintes substratos: arabinano de centeio e do trigo, arabinano ndo ramificado,
arabinoalactano do larico, xilano de madeira de faia e de aveia, xiloglucano, B-glucano,
galactomanano, laminarina, carboximetilcelulose, lignocelulose, sigmacel, glucomanano
konjac, avicel, liquenano, polpa de bagago, B-manano, locuste e 4-nitrofenil-B-D-
galactopiranoside (pNPG), todos a 1%, e em pH 5.0 (pH 6timo das endoglucanases), com
tampao citrato de s6dio 50 mM. Os substratos com resultado positivo serviram de base para o

proximo experimento, o de eletroforese capilar.

4.7.2.4.4 Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

Experimentos de eletroforese capilar de zona (CE) foram utilizados para tragar o perfil
de degradacdo dos substratos e conhecer os produtos liberados pela catEGLI. Os
experimentos foram realizados sob a orientagao do Dr. Fabio Squina, no CTBE. Nessa técnica
analitica, os acgucares, provenientes da hidrolise enzimatica, sdo submetidos a um campo
elétrico e sua separacdo se da de acordo com os diferentes graus de mobilidade. As moléculas
a serem analisadas sdo marcadas com sonda fluorescente permitindo assim a sua deteccao.
Uma andlise comparativa com padrdes conhecidos permite caracterizar alguns parametros do
mecanismo de acdo da enzima sobre o substrato. As reacdes enzimaticas foram realizadas de
acordo com experimento de teste de atividade padrdo ja descrito anteriormente.

Para esse experimento duas estratégias foram utilizadas: na primeira o substrato
marcado com o 8-aminopireno-1,3,6-4acido trisulfonico (APTS) ¢ submetido a hidrélise pela
enzima e os produtos j4 marcados sdo analisados; e na segunda o produto da digestdo de
substratos mais complexos e com maior grau de polimerizacdo sdo submetidos & marcagdo e
entdo analisados.

Os substratos utilizados foram: celulose com pequenos graus de polimerizagao (C4,
C5 e C6), celulose amorfa (CMC), B-glucano e liquenano. Foram realizadas hidrolises
parciais e totais com esses substratos, variando para isso o tempo em que enzima e substrato
marcados com 1pM de APTS ficaram incubados a 50°C.

A analise dos produtos de quebra dos substratos foram realizadas por um detector de
fluorescéncia com laser induzido — BioFocos 2000 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Um capilar

de silica fundida (TSP050375, Polymicro Technologies) de 50um de didmetro e 31 cm de
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comprimento foi utilizado como coluna de separacdo oligossacarideos. As condi¢des de
eletroforese foram 15kV/70-100pA utilizando 100mM fosfato de sédio (pH2.5) como tampao
de corrida e temperatura controlada a 20°C. O capilar foi lavado com 1M NaOH seguido pela
corrida do tampao para prevenir contaminagdes. Os substratos marcados com APTS foram

excitados a 488nm e a emissdo foi coletada através de um filtro de 520nm>>.

4.7.2.4.5 Teste de temperatura e pH 6timos

Para identificar as condi¢des Otimas de catélise da enzima foram realizados testes
enzimaticos em diferentes pHs e temperaturas. Os diferentes pHs e temperaturas testados
foram pHs 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 e 10 e temperaturas 78,1; 75; 70,3; 64,3; 59,9; 56,8; 55; 49,1,
45,3; 39,3; 34,8 ¢ 31,7°C. A variacao de temperatura foi conseguida em equipamento de
termociclador, da Bio-Rad, com controle de temperatura das canaletas individual. O tampao
utilizado para a variacdo de pH foi o acetato/borato/fosfato 40 mM e as reacdes enzimaticas
foram realizadas de acordo com experimento de teste de atividade padrao ja descrito

anteriormente (se¢ao 4.3).

4.7.2.4.6 Experimento de Deslocamento Térmico (Thermal shift)

Com o intuito de monitorar a estabilidade da proteina frente a diferentes pHs e
temperaturas foi realizado experimento de deslocamento térmico ou thermal shift. O
experimento foi realizado em um equipamento de PCR em tempo real Rotor Gene 6 (Cobertt).
A proteina pura na concentragdo final de 0,1 mg/mL foi incubada com os diferentes ligantes a
serem testados. A sonda SYPRO orange (Invitrgen) foi diluida no mesmo tampao da amostra

de proteina eluida da purificacdo por gel filtragdo e depois adicionada a solu¢do contendo
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proteina e ligante, resultando em uma dilui¢ao de 1:2000. Logo apds a adicdo da sonda foram
realizadas as medidas, que para a detec¢do da fluorescéncia a excitagdo ocorreu a 473 nm e a
emissdo a 570 nm. As amostras foram aquecidas passando por um intervalo de temperaturas
iniciado em 25°C e terminava em 90°C. Todas as medidas foram feitas em triplicata para cada
molécula testada. A analise das curvas de desnaturagdo da proteina e obtengdo do valor de T,
para posterior comparagdo foram obtidos utilizando o programa Origin 8.6 (OriginLab) ¢ a

planilha Excel DSF analysis tool (ftp://ftp.sgc.ox.ac.uk/pub/biophysics).

Essa técnica biofisica, baseada no fendmeno de fluorescéncia, conta com um marcador
fluorescente, nesse caso o Sypro® Orange (Invitrogen), sensivel as condigdes do ambiente em
que esta inserido. O ensaio funciona com o monitoramento das mudangas de sinal emitidas
pelo marcador enquanto a proteina vai se desenovelando e variando o ambiente ao qual o
marcador estd ligado. O marcador se liga as regides hidrofobicas da proteina e quando esta
encontra-se perfeitamente enovelada, sem regides hidrofobicas expostas, o marcador fica
exposto ao solvente, sem sinal de fluorescéncia. Com aumento de temperatura ou pH
desfavoravel a estabilidade da proteina, esta comeca a desenovelar, com a consequente

intera¢dao da sonda com as regides hidrofobicas e a emissao de sinal fluorescente .

4.7.2.4.7 Ensaio de Dicroismo Circular (CD)

Um ensaio de dicroismo circular foi realizado para caracterizagdo da estrutura
secundaria da proteina. A proteina foi incubada em tampao acetato /borato/fosfato 40 mM,
nos pHs 3, 4, 5, 7, 8 ¢ 9. Espectros de UV distante foram medidos utilizando cubeta de
quartzo de 0,1 cm a 25°C com a proteina a uma concentracdio de 5 pM, em
espectropolarimetro Jasco J-720 (Jasco Co.). Os espectros foram coletados entre 195-250 nm
pelo sinal médio de 8 espectros. O instrumento foi ajustado para escanear a uma velocidade
de 100 nm/min e resolugdo de 1 nm. O branco do tampao foi deduzido do espectro da amostra

para resultar no espectro da proteina.


ftp://ftp.sgc.ox.ac.uk/pub/biophysics
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5 RESULTADOS

5.1 Cinética de producédo das enzimas pelo fungo T. harzianum

O fungo foi cultivado em biorreator para producdo das enzimas sob controle de
temperatura, pH, aeracdo e agitacdo (Figura 18). A expressao do complexo celulolitico foi
acompanhada por medidas de quantificacdo proteica e atividades de Beta-glicosidase, de
CMCase e FPase para pontos coletados a cada 24 hrs, iniciando em 48 hrs, durante 7 dias de

crescimento (Figura 19). O total de proteinas secretadas pelo fungo foi de 300 — 400 pg/mL.

Figura 18 — Imagem do bioreator (New Brunswick Scietific) com 7 dias de cultura de 7. harzianum em meio de
cultivo com Avicel®.
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Figura 19 - Grafico da cinética de producdo das enzimas, por 7. harzianum, de 7 dias monitorados a cada 24 horas,
para atividades de Beta-glicosidase, CMCase e FPase, além da concentragdo proteica.

5.2 Experimento de hidrolise enzimatica

5.2.1 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco, apos ser triturado e peneirado para padronizacao das fibras, foi submetido a
tratamento &cido para remocao parcial de lignina e hemicelulose, seguido de tratamento alcalino
para separacao parcial da lignina (Figura 20). As amostras de celulignina tratadas foram secadas a
60°C em estufa com circulagdao interna de ar e a forma do bagago pré-tratado pronto para os

experimentos de hidrolise pode ser observada na Figura 21.

Figura 20 — Aparéncia da amostra de bagago ap6s tratamento alcalino com 4% de NaOH e liberagdo da lignina para a
fragdo soluvel.
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Figura 21 — Imagem de bagaco secando em estufa com circulagdo interna de ar a 60°C. Amostra pronta (pré-tratada)
para os ensaios de hidrdlise enzimatica.

5.2.2 Andlise da composicdo do bagaco in natura e da celulignina parcialmente

deslignificada

A Tabela 3 apresenta a composicdo das amostras de bagaco, in natura e pré-tratado com
NaOH 4%, utilizadas nos experimentos de hidrélise. A soma de todos os componentes (95.5 +
4,3% e 97,0 £ 3,4 % para bagaco e celulignina, respectivamente) resultou em proximo de 100%,
levando em conta erro experimental e os extrativos parcialmente ndo contabilizados. Os
resultados fortemente sugerem que o pré-tratamento foi eficiente em reduzir, de forma
significativa, as fragdes de hemicelulose e lignina, enquanto aumentou o conteudo relativo de

celulose de 34, 1 % para 68%.

Tabela 3 — Composi¢do do bagaco de cana-de-acicar e celulignina parcialmente deslignificada depois de pré-
tratamento acido seguido de pré-tratamento com NaOH 4%.

Celulose 341+1.2 68.0+1.3
Hemicelulose 29.6+1.4 12.2+0.9
Lignina 19.4+0.4 9.3+0.6
Cinzas 7.9=+1.1 35+£04
Umidade 4.4+0.1 4.0+0.2

Total: 95.5+43 97.0+ 3.4
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5.2.3 Andlise da cristalinidade das amostras de bagaco

A cristalinidade das amostras de bagaco foi investigada por método baseado em difracao
de raios-X e reconstrucao das intensidades isotropicas pelo método de Rietveld. A Figura 22
mostra os difratogramas meridional (n = 0°) e equatorial (n = 90°) do material pré-tratado com
4% de NaOH, representando a variabilidade observada entre 63 por¢des da area coberta pela
imagem de difra¢do no detector (-155° < n < 155°, divididos a cada 5°). As diferengas entre os
dois difratogramas ¢ decorrente da diferenca de orientacdo preferencial do cristal e essas
diferencas em anisotropia sdo adequadamente modeladas pelo método de Rietveld.

O grau de cristalinidade dos materiais pré-tratados com as diferentes concentragdes pode
ser observado na Tabela 4. Houve um aumento na cristalinidade da celulignina concomitantemente
com o aumento observado na concentragdo de NaOH utilizado durante o tratamento alcalino, o
que pode ser atribuido a uma remogao preferencial da matéria amorfa, uma vez que o grau de
cristalinidade ¢ uma funcao do peso do material. Esse aumento observado na cristalinidade nao
dificultou o ataque enzimatico, de acordo com o observado de que o maior grau de cristalinidade

foi correlacionado a um maior rendimento de hidrolise.
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Figura 22 — Difratograma experimental (pontos) e modelado (linha fina) do bagago pré-tratado com NaOH 4%. Os
difratograma de reconstrugdo isotropica (linha azul), background ( area cinza) e contribuicéo do capilar
(linha preta grossa) sdo também apresentados.

Tabela 4 — Graus de cristalinidade depois de pré-tratamento acido seguido por tratamento com concentragdes
variaveis de NaOH (calculado em base seca).

Bagaco pré-tratado (% NaOH)

0.1% 0.5% 1% 4%
Grau de
R 62.9+2.2 66.6+3 70.5+29 68.6 34
cristalinida
de (%)

5.2.4 Hidrolise Enzimatica do bagaco de cana-de-acucar por diferentes preparados

enzimaticos

Para os testes de hidrodlise, a atividade enzimatica total das diferentes combinag¢des foi

normalizada para 25 FPU/g de substrato e como controle e parametro de comparagao foi utilizado
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o composto enzimatico comercial na metade (12,5 FPU/g) da atividade (em papel filtro) utilizada
para os demais. Também foi realizado controle negativo, no qual a reagdo nio recebeu enzimas

(Figura 23).

Figura 23 — Imagens dos frascos de ensaios de hidrolise. O frasco da esquerda, nas duas fotografias, consiste no
frasco do controle negativo, ou seja, sem a adi¢cdo de enzimas e consequentemente sem aparéncia de
matéria hidrolisado. O frasco da direita recebeu 25 FPU/g de substrato e apresenta aspecto liquido de
degradacdo da fragdo insoliivel do bagago pré-tratado.

Os resultados foram analisados quanto ao rendimento de hidrolise e os diferentes
coquetéis enzimaticos foram comparados quanto a sua eficiéncia em degradar o bagago de cana-
de-agucar em 18 horas (Tabela 5) (Figura 24). Verifica-se que ao final de 18 horas de hidrolise, o
preparado enzimdtico composto de enzimas do 7. harzianum suplementando o comercial
Multifect® foi mais eficiente do que quando se utiliza somente o preparado comercial
Multifect®. Este liberou o maximo de 12,99 g/L de acucar depois de 18 hs de hidrélise quando
aplicado como 25 FPU/g e 9,08 g/L quando o carregamento enimatico foi de 12,5 FPU/g. A
performance dos dois coquetéis foi 68,3 e 48,1% do rendimento de hidrolise tedrico,
respectivamente. De acordo com andlises feitas pelo teste de Tukey, os valores aumentaram
quando metade do carregamento enzimatico foi substituido pelo combinado de enzimas
produzido pelo fungo 7. harzianum (MT), alcangando o valor de 18,42 g de glucose/ L o que
representa um rendimento de 97,6% do valor tedrico maximo. Por outro lado, o preparado
enzimatico produzido pelo 7. harzianum comportou-se igual ao comercial Multifect®, ambos
liberaram, em 18 horas, em torno de 12 g/L, o equivalente a 64%. No controle negativo dos

experimentos (adicao de tampao no lugar das enzimas) ndo houve a liberagao de agucar redutor.

Tabela 5 - Rendimento de hidrélise (%) por celulases de Trichoderma harzianum (T) e enzima comercial Multifect
(M). Concentragio de solidos 25 g/L (celulignina com 70 % celulose).
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] Carga enzimatica Tempo de hidroélise (h)
Enzima
total (FPU/g) 2 4 6 8 12 18
M25 25 22,5 36,2 36,7 52,9 61,4 68,9
M12,5 12,5 16,7 34,0 35,0 36,0 45,2 47,4
T 25 19,0 31,1 32,9 43,9 53,5 71,8
M+T 25 30,3 441 54,7 61,4 74,2 87,9
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Figura 24 — Grafico de hidrolise enzimatica do bagaco pré-tratado com 4% de NaOH. Comparac@o de eficiéncias de
hidrdlise para enzimas produzidas pelo 7. harzianum (T), comercial Multifect® e uma mistura
equilibrada de ambos (MT). Foi também avaliada a performance do coquetel comercial com a metade do
carregamento enzimatico dos demais (M12,5).

Para compreensdo dessa maior eficiéncia dos coquetéis e das diferencas observadas

quanto aos rendimentos obtidos, foi analisada, também, a composi¢ao enzimatica, bem como o

conteudo proteico de cada preparado, conforme pode ser identificado na Tabela 6. A propor¢ao de

atividade FPase em relacdo a B-glucosidase, no preparado do 7. harzianum, foi cerca de 1:3,7, o

que ¢ muito importante no processo de sacarificagdo e fermenta¢do simultdnea (SSF) pois evita

acumulo de celobiose, um forte inibidor de celobiohidrolases. Por outro lado, uma alta

concentragdo de celobiose no hidrolisado foi identificada quando o preparado comercial

Multifect® foi utilizado a 12,5 ou 25 FPU/g, liberando celobiose nas concentragdes de 0,89 e

2,28 g/L, respectivamente (Figura 25).
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Tabela 6 — Atividades de celulases quantificadas nos preparados enzimaticos utilizados nos testes de hidrolise da

celulignina.
Preparado Atividades (U/mL) Proteina
enzimatico FPase Avicelase CMCase B-glucosidase Xilanase (mg/L)
Trichoderma 8.4 42 121.4 31.4 320.0 6.4
harzianum
Multifect® 174.2 99.2 6500.0 195.3 2107.0 56.8
257 25
| —e—mM125 n
—v—T
2,04 —»—MT
—*— Ctrl
] -
__1,5- ]
5 \. I
()
S 1,01
3 o~
% ° / \\\\\
O ] B |
0,5+ /’
o
0,0 ~ éﬁ*&%ﬁ*%‘
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Figura 25 — Celobiose liberada durante as 18 horas de hidrolise

Contudo, no meio hidrolisado pela mistura de comercial suplementado de 7. harzianum
(MT) houve um acimulo inicial de celobiose seguido pela conversdao em glucose depois de duas
horas de reag¢dao. Além disso, o extrato do 7. harzianum tem uma relacao trés vezes mais alta de
atividade de xilanase em relacdo a FPase quando comparado ao Multifect® (Tabela 1) o que

deve contribuir para sua mais alta eficiéncia.

5.2.5 Testes de hidrolise em bagagos com diferentes graus de deslignificagédo
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Em uma tentativa de identificar a concentracdo minima de NaOH que poderia ser usada
no pré-tratamento sem interferir na eficiéncia de hidrolise, foram realizados testes com 4
concentragdes (0,1; 0,5; 1 e 4%). Na Figura 26 ¢ possivel observar a influéncia desses diferentes
tratamentos alcalinos no resultado de hidrélise enzimatica da celulignina. Com 0,1% nao houve
liberagdo de agucar satisfatoria, enquanto que a concentragdo de NaOH de 0,5% apresentou uma
leve reducao na eficiéncia de hidrdlise em relagdo aos 4% normalmente utilizados. No entanto,
quando 1% de NaOH foi utilizado para remocdo parcial da lignina, o rendimento observado foi

equivalente ao obtido quando o pré-tratamento ¢ feito com 4% de NaOH.

5.2.6 Efeito de BSA na eficiéncia de hidrolise do Bagaco com Diferentes Graus de
Deslignificagéo

A Adicdo de BSA foi baseada em trabalho publicado por Yang ¢ Wyman, em 2006, no
qual afirmaram ser possivel aumentar a eficiéncia da hidrdlise enzimatica com a adicdo da
proteina BSA ao bagaco antes da adicdo do coquetel enzimatico. No presente estudo os
resultados demonstraram ndo haver diferenga estatisticamente significante na eficiéncia de

hidrolise quando BSA ¢ adicionada antes da adi¢do do preparado enzimatico (Figura 26).



104

25,0 ~ —e—NaOH 0,1%
---m--- NaOH 0,1 % /BSA
—a—NaOH 0,5 %

20,0 ---x---NaOHO,5%/BSA e b
—%—NaOH 1% -~
---@--- NaOH 1 % /BSA
—+—NaOH 4 %

. 150 A
< | - NaOH 4 % /BSA <~ .-~
3 /
[%2]
o
©
o
?E» 10,0 A
50
010 T T T T T T T T T T T 1

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Tempo de hidrélise (h)

Figura 26 - Efeito de diferentes niveis de deslignificagdo (NaOH em diferentes concentragdes) e presenca de BSA
na hidrolise enzimatica da celulignina. A hidroélise foi realizada por um preparado enzimatico composto
por enzimas produzidas pelos fungos 7. harzianum e Penicillium funiculosum e o comercial Multifect®
em quantidades para garantir que cada um contribuisse com 8,3 FPU/g substrato em um total de 25
FPU/g.

5.3 Gel 2D do extrato extracelular de T. harzianum

Uma analise inicial do secretoma do 7. harzianum, com 4 dias de cultivo, foi obtida a
partir de gel bi-dimensional do extrato extracelular desse fungo e permitiu a identificagdo, em
uma primeira analise, de duas proteinas por espectrometria de massa: a CBHI e a swolenina
(Figura 27). Para identificacdo das demais proteinas do extrato foram necessarias repeticdes de

todo o experimento (dados ndo mostrados).
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Figura 27 - Gel 2D do extrato extracelular do T. harzianum com as duas proteinas, CBHI e swolenina, identificadas
por espectrometria de massa, apds analise no programa MASCOT com banco de dados do NCBI.

5.4 Caracterizacdo da CBHI

5.4.1 Purificacdo da Cel7A (CBHI) de T. harzianum

A enzima CBHI foi purificada por cromatografia de troca anidnica (Figura 28) seguida por
gel filtracdo. A proteina foi eluida da coluna de troca i6nica com gradiente linear de 0-100% de
NaClem 5 CV. As proteinas separadas por troca anidnica foram visualizadas em gel SDS-PAGE
(15 % de poliacrilamida) (Figura 29). As fracdes com a proteina CBHI foram misturadas e tratadas

em coluna de exclusdo molecular Superdex 75 16/60 para refinamento da purificagdo.
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Figura 28 — Cromatograma da corrida de purificacdo da proteina CBHI a partir do extrato total do 7. harzianum em
coluna de troca anionica Q-sepharose 16/10. Numeragao nos picos corresponde as fragdes analisadas em

SDS-PAGE a seguir.
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Figura 29 — SDS-PAGE com a fragdes coletadas na coluna de troca anidica (acima). Amostras 3 e 4, correspondentes
a proteina CBHI, foram misturadas e concentradas para proximo passo de purificaco.

5.4.2 Gel nativo da proteina CBHI de T. harzianum

A proteina CBHI inteira e seu dominio catalitico isolado foram caracterizados quanto ao
seu estado nativo pela aplicagdo de um gel ndo desnaturante de 8-25% de acrilamida (Figura 30).
No gel de eletroforese em condi¢des nativas podemos verificar que as proteinas sio monoméricas

e apresentam uma Unica banda para as diferentes concentragdes medidas. Este resultado reflete o

fato de termos CBHI em fracdo pura e monodispersa em solucao.
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Figura 30 - Gel nativo de 8-25% de acrilamida com diferentes dilui¢des (2, 4, 8 ¢ 16x) de uma aliquota de 6,5
mg/mL da proteina CBHI inteira (figura da esquerda) e do dominio catalitico, obtido por digestao parcial

5.4.3 Andlise por espectrometria de massa

A andlise por espectrometria de massa confirmou a

1dentidade
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da proteina

celobiohidrolase 1 de Hypocrea lixii (T. harzianum) com cobertura de 14% de peptideos

identificados. A Figura 31 apresenta a sequéncia depositada para CBHI de 7. harzianum

(g150400675) em banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information)

com os peptideos identificados por espectrometria de massa destacados em negrito.
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Figura 31 - Sequéncia da proteina CBHI de 7. harzianum com a sequéncia de peptideos identificados por

MYRKLAVISA
DANWRWTHDT
TTSGDALTLQ
CGLNGALYFV
NVEGWEPSSN
CSGDSCGGTY
LTVVTQFATD
FGGTSFTDKG
STPGAKRGSC
PGTSTTRAPP
YSQCL

FLAAARAQQV
KSTTNCYDGN
FVTASNVGSR
SMDADGGQSK
NANTGVGGHG
SNDRYGGTCD
GSISRYYVQN
GLAQINKAFQ
STSSGVPAQV
SSTGSSPTAT

CTQQAETHPP
TWSSTLCPDD
LYLMANDSTY
YPGNAAGAKY
SCCSEMDIWE
PDGCDWNPYR
GVKEFQQPNAQ
GGMVLVMSLW
EAQSPNSKVI
QTHYGQCGGT

LTWQKCTASG
ATCAKNCCLD
QEFTLSGNEF
GTGYCDSQCP
ANSISEALTP
LGNTSFYGPG
VGSYSGNTIN
DDYAVNMLWL
YSNIRFGPIG
GWTGPTRCAS

espectrometria de massa detacados em negrito.

CTPQQGSVVL
GANYSGTYGV
SEFDVDVSQLP
RDLKFINGQA
HPCETVGQTM
SSFALDTTKK
TDYCAAEQTA
DSTYPTNATA
STGGNTGSNP
GYTCQVLNPF

A proteina CBHI foi submetida a uma clivagem parcial pela protease papaina tendo

liberado dois grupos de massa molecular de cerca de 50 e 16 kDa. Serdo realizados testes para

confirmacdo da identidade desses fragmentos como sendo, possivelmente, o dominio catalitico e

o modulo de ligacdo ao substrato (CBM). Os fragmentos digeridos foram separados por gel


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CDD_SEARCH=on&CLIENT=web&COMPOSITION_BASED_STATISTICS=on&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=11+1&I_THRESH=0.001&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=BLOSUM62&NCBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=MYRKLAVISAFLAAARAQQVCTQQAETHPPLTWQKCTASGCTPQQGSVVLDANWRWTHDTKSTTNCYDGNTWSSTLCPDDATCAKNCCLDGANYSGTYGVTTSGDALTLQFVTASNVGSRLYLMANDSTYQEFTLSGNEFSFDVDVSQLPCGLNGALYFVSMDADGGQSKYPGNAAGAKYGTGYCDSQCPRDLKFINGQANVEGWEPSSNNANTGVGGHGSCCSEMDIWEANSISEALTPHPCETVGQTMCSGDSCGGTYSNDRYGGTCDPDGCDWNPYRLGNTSFYGPGSSFALDTTKKLTVVTQFATDGSISRYYVQNGVKFQQPNAQVGSYSGNTINTDYCAAEQTAFGGTSFTDKGGLAQINKAFQGGMVLVMSLWDDYAVNMLWLDSTYPTNATASTPGAKRGSCSTSSGVPAQVEAQSPNSKVIYSNIRFGPIGSTGGNTGSNPPGTSTTRAPPSSTGSSPTATQTHYGQCGGTGWTGPTRCASGYTCQVLNPFYSQCL&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=9&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=3&END_OF_HTTPGET=Yes
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filtragdo em coluna superdex 75 10/30. Os fragmentos foram visualizados em SDS-PAGE (Figura

32).

COKDA
45 k08—
| —

14 kDa .

Figura 32 — Analise da clivagem parcial da CBHI por papaina: um dominio de cerca de 50 kDa (1) e outro de
aproximadamente 16 kDa (2) sdo analisados em SDS-PAGE.

5.4.4 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

A investigacdo do pH e da temperatura 6tima da enzima identificou ser em pH 5 e a 50°C
que a enzima atua no substrato na sua melhor performance. As duas varidveis apresentaram

bastante influéncia na resposta de atividade de pNPG e os resultados, analisados por método de

regressao multipla, sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Resposta aos tratamentos (variagdo de temperatura e pH).

Variaveis combinadas Resposta
Tratamento Temperatura ("C) pH pNPG (U/mL)
1 30 3 25,00
2 30 7 3,80
3 70 3 6,90
4 70 7 1,50
5 21,8 5 12,70
6 78,2 5 8,40
7 50 2,18 3,50
8 50 7,82 0,00
9 50 5 86,30
10 50 5 95,20
11 50 5 95,50

O modelo, relacionando a atividade de pNPG com as varidveis independentes,

temperatura e pH, foi ajustado a um polindmio de segunda ordem, mostrado abaixo:

Y=410.425+9.741 A+108.53B -0.104A%-11.55B*+0.0987AB

Baseado em um nivel de confianga de 95%, o modelo demonstrou ser significativo,
indicando que o modelo de regressdo ¢ confidvel em predizer a atividade de pNPG. Além disso,
valores de Probe>F menor que 0,05 também indicam que o modelo ¢ significativo. O coeficiente
de determinagio (R” = 0,994), avaliados para testar o ajuste do modelo indica que a variagdo da
amostra de 99,4% para atividade de pNPG ¢ atribuida as varidveis independentes e somente 0,6%
da variacdo total ndo ¢ explicado pelo modelo. A analise correspondente de variancia (ANOVA)

esta resumida na Tabela 8.
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Tabela 8 - ANOVA

Fonte Soma dos df Média dos Valor F Prob>F
quadrados quadrados

Model 17042.70 5 3408.54 161.08 0.000016

Error 108.38 5 21.16

Total 17151.08 10

R’= coeficiente de determinacio= 0.994
Valor de Prob>F menor que 0.05 ¢ significante

A partir das equagdes de regressao obteve-se as Superficies de Resposta e o grafico de
contorno para as duas variaveis, em funcao da atividade de pNPG (Figura 33). Considerando um
tempo de reacdo fixo de 120 minutos, a condicdo 6tima identificada consiste nos valores 6timos
de temperatura de 50°C e pH 5.0. A atividade enzimdtica foi 95,20 U/mL sob esta condi¢ao

otima.

8
1

~
o

|

Atividade (U/mL)

Figura 33 - Gréfico de superficie de resposta (esquerda) e grafico de contorno (direita) indicando faixas ideais de
temperatura e pH na atividade da enzima CBHI com substrato avicel.



111

5.4.5 Estudos de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

5.4.5.1 Analise de dados de SAXS revelam uma conformacao semiestendida da Cel7A

Foram realizados experimentos de SAXS para angariar informagdes sobre tamanho, forma
molecular, estado oligomérico e posicao relativa dos dominios. As analises, realizadas com o
dominio catalitico e a proteina inteira foram comparados com dados obtidos para a Cel7A de T.

. 115; 116; 11
reesei no final de 1980''% 116 117

, com modelos cristalograficos dos dominios isolados de
TrCel7A'™® ' ¢ com as estruturas obtidas através de modelagem por homologia. A alta
identidade entre 7. reesei € T. harzianum, 80%, pode ser melhor analisada pelo alinhamento entre
as duas celobiohidrolases na Figura 34. A Cel7A do T. harzianum contém 505 residuos enquanto
que a de T. reesei tem 513, as duas proteinas tém a mesma organizacdo de modulos, onde o
dominio catalitico e o linker da Cel7A de T. harzianum, t€ém, cada um, 4 residuos a menos que a
CBHI de T. reesei. O CBM das duas enzimas tem exatamente o0 mesmo niumero de residuos. O

linker da CBHI de T. harzianum, com seis serinas € 5 treoninas, tem dois possiveis sitios de O-

glicosilagdo a mais que TrCel7A (sete treoninas e duas serinas).
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Figura 34 - Comparagdo das sequéncias inteiras da CBHI1 de 7. harzianum e de T. reesei. Alinhamento foi realizado
com o programa ClustalW'*’ e com ESPript'*'.

As curvas de SAXS para as duas concentracdes de CBH1 e dominio catalitico de T.
harzianum sdo similares entre si, apresentando o mesmo perfil e sem sinal de agregacdao. Uma
comparacao das curvas de espalhamento para a proteina inteira e seu dominio catalitico sdo

mostrados na Figura 35.
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Figura 35 - Curva de espalhamento experimental da CBHI de T. harzianum. A) Curvas de espalhamento
experimental depois da constante de Porod substraida para a Cel7A (circulos abertos com barras de erro) e o dominio
catalitico (circulos fechados com barras de erro). Inser¢do contém plot de Guinier. B) Fun¢@o de distribui¢do de
distancia para a proteina e o dominio catalitico, os mesmos simbolos foram usados.

A partir das analises de Guinier computou-se o raio de giro (R) da enzima CBHI inteira e
seu dominio catalitico como 27.30 A and 21.04 A, respectivamente. A linearidade do grafico de
Guinier na baixa regido-g mostra que a intensidade espalhada segue a Lei de Guinier e indica que
as preparagdes das proteinas sao monodispersas (Figura 35A). A massa molecular foi calculada
tanto para o dominio catalitico quanto para a enzima inteira usando a técnica SAXSmoW
disponivel em www.if.sc.usp.br/~saxs’, e rendeu os valores 43 kDa e 46.7 kDa, respectivamente,
enquanto os valores teoricos sdo 47.30 kDa e 53.00 kDa. A discrepancia observada entre os
dados de SAXS e os valores tedricos ¢ pequena, cerca de 10%, e suporta o fato de que as
proteinas sao monoméricas em solucao.

A fungdo de distribuicdo de distancia P(r) foi obtida pela Transformada Inversa de
Fourier dos dados de espalhamento das duas proteinas. Analise da fungao P(r) permitiu concluir
que a proteina inteira tem uma forma alongada com um D,,,, de 110 A e o dominio catalitico tem
uma forma globular com um D,,,, de 60 A (Figura 35B). A diferenca de 50 A entre as distancias
maximas sao decorrentes de 59 residuos adicionais, do linker e do CBM, em relacao aos 431
residuos de aminoacidos do dominio catalitico. Esses dados indicam que o linker € parcialmente
estendido, contribuindo com a forma alongada da enzima. O linker, com 22 residuos, alcangaria

85 A se completamente estendido.

5.4.5.2 Forma molecular ab initio da Cel7A e as posicOes relativas dos seus dominios

ODAM da Cel7A inteira ¢ alongado e claramente revela dois dominios, um
consideravelmente maior que o outro. Para interpretar as posi¢oes relativas dos dominios, dentro
do modelo de baixa resolugdo, foi realizado ajuste de corpo rigido. Modelos de alta resolu¢do da
Cel7A, preditos por modelagem por homologia, foram posicionados dentro do envelope de

SAXS da proteina inteira.


http://www.if.sc.usp.br/~saxs
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Curvas de SAXS preditas a partir do modelo e experimentalmente foram comparadas
usando o programa Crysol (Figura 36). O raio de giro (Rg) e o didmetro maximo (D,.,) da
proteina inteira € do dominio catalitico preditos por dados de SAXS, modelagem por homologia e
RBMs sdo mostrados na Tabela 9. DAM derivados de SAXS da proteina inteira e seu dominio

catalitico superposto com RBM sao apresentados na Figura 37.

A B
T T T T T T v ’ v
| Expenmental
i . - DAM
- 100, RBM
= 100 !
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Figura 36 — Curvas de espalhamento de raios-X e procedimento de ajuste. A) Curvas de espalhamento de SAXS para
dominio catalitico da Ce7A (circulos escuros com barras de erro), curvas simuladas correspondentes ao
DAM (linha tracejada) e da estrutura modelada por homologia. B) Curvas de SAXS para a proteina
inteira (circulos abertos com barras de erro). Curvas simuladas correspondentes ao DAM (linha
tracejada) e modelo de corpo rigido (linha solida)

Tabela 9 - Pardmetros estruturais da CBH1 inteira e do dominio catalitico de 7. harzianum obtidos por SAXS.

ThCel7A Dominio catalitico Inteira
Expf DAM * Homologia Exp' . RBM ?
DAM +*
Dinax (A) 60.00 + 0.50 56.80 68.20 110.00 = 0.50 110.7 116.80
Ry (A) 20.08 £0.050 19.80 20.50 27.56 £0.50 30.46 32.67
Resolucéo (A) 22.70 - - 29.39 - -
MW, kDa
e (k02 43.00 - - 46.70 - -

fCalculado de dado experimental

*Parametros calculados dos modelos de 4tomos dummy
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?® Parametros calculados do modelo de corpo rigido
€ Calculado de SAXSMoW.

Resolugdo: 2m/qmax
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Figura 37 — Modelos de SAXS. A) Trés posigdes ortogonais do envelope ab initio para dominio catalitico, obtido
por Dammin (esferas sombreadas), sobrepostas a estrutura cristalografica do dominio catalitico da CBHI
modelada por homologia (desenho). B)Trés posi¢des ortogonais do envelope de SAXS ab initio para a
CBHI inteira, obtida por Gasbor (esferas sombreadas), sobrepostas ao modelo de corpo rigido.

A dimensdo média do linker em solucdo foi estimada colocando o dominio catalitico e o
CBM dentro do envelope de SAXS e computando a distancia do centro de massa do CBM ao
centro geométrico da superficie do dominio catalitico. O tamanho do linker é cerca de 49,5 A,
indicando uma exten¢dio de 2,25 A por residuo, o que sugere que o linker seja parcialmente

estendida.

5.5 Expressdo heterdloga

5.5.1 Expressao heterdloga em Pichia pastoris

5.5.1.1 Amplificacdo da regido codificadora do gene da swolenina de T. reesei

Um fragmento de 1500 pb (Figura 38), correpondendo ao gene da sowllenina, foi
amplificado com a seguinte reacdo de PCR: 3 minutos a 95°C, inicio do ciclo por 30 segundos a

95°C, 30 segundos a 56°C, 1 minutos a 72°C (por 35 ciclos) finalizando com 20 minutos a 72°C.
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1500 pb ==

Figura 38 - Fragmento de DNA de 1500 pb amplificado a partir de biblioteca de cDNA de T. reesei.

5.5.1.2 Clonagem do gene da swolenina de T. reesei em vetor de expressdao pPIC9k de
Pichia pastoris

O gene da swolenina amplificado da biblioteca de cDNA (produzida no laboratorio do
Prof. Dr. Flavio Henrique Silva) foi clonado em vetor pTZ. O fragmento inserido no vetor foi
liberado com as enzimas de restrigdo NDE e NOTI e subclonado em vetor pET28a previamento
digerido com as mesmas enzimas. Foram realizadas duas digestOes seqiienciais de acordo com
manual para as enzimas de restricdlo da FERMENTAS. O vetor pET28a com o gene serviu de
DNA molde para uma reagdo de PCR na qual se utilizaram iniciadores especificos para que a
sequéncia que codifica a cauda de histidina do pET fosse inserida na mesma fase de leitura e a
montante do gene da swolenina.

O fragmento amplificado com o gene da swolenina e a cauda de histidina foi subclonado
em vetor pTZ e a construgdo foi digerida com as enzimas de restricdo Avrll e NOTI. O fragmento
liberado foi subclonado em vetor pPIC9k previamente digerido com as mesmas enzimas em duas
reacdes seqilienciais. O vetor pPIC9k foi digerido com as mesmas enzimas para confirmagdo da
inser¢dao do fragmento no vetor de expressdo a partir da liberacdo de sequéncia do tamanho do

gene (Figura 39).
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Figura 39 - Teste de digestdo por enzimas de restrigdo para confirmagao da inser¢ao do fragmento no vetor pPIC9k.
1) Fragmento de DNA com tamanho correspondente ao tamanho do vetor pPIC9k linearizado (9,3 kb);
2) Fragmento de DNA de tamanho correspondente ao gene da swolenina (1500 pb).

5.5.1.3 Preparo do DNA para transformacgdo em P. pastoris

O vetor de expressao pPIC9k foi linearizado com Sacl para integracdo no genoma da
Pichia. A linearizacdo com Sacl favorece a inser¢ao no AOXI em linhagens GS115 gerando um
fenotipo His Mut' e um fenotipo His'Mut® em linhagens KM71. A linearizagdo do vetor pPIC9k
vazio para controle das proteinas nativas secretadas pela levedura e a linearizacao do vetor com o

gene da swolenina inserido foi analisada em gel de agarose 0,8% (Figura 40).

3
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1 2 2
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Figura 40 - Gel de agarose 0,8% com 1) vetor pPIC9k fechado; 2) vetor pPIC9k linearizado (9,3 kb) e 3) vetor
pPIC9k linearizado com o gene da swolenina (10,8 kb).
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5.5.1.4 Teste de expressdo heterdloga da proteina swolenina de T. reesei em P. pastoris
GS115

O DNA linearizado foi inserido no genoma da levedura por transformagdo por
eletroporacdo de acordo com protolo descrito no manual da invitrogen. As células transformadas
foram selecionadas por fenétipo His™ em meio minimo sem histidina (MD).

Algumas colonias que cresceram no meio de selecdo foram inoculadas em meio de
crescimento de células (BMG) com glicerol como fonte de carbono. As culturas ficaram
crescendo nas condigdes previamente descritas por cerca de 18 horas quando foram centrifugadas
e o precipitado ressuspendido em meio de expressio com metanol. (BMM). O cultivo
permaneceu por 72 horas quando, entdo, o sobrenadante com as proteinas secretadas foi
concentrado 10 vezes e aplicado em SDS-PAGE para analise (Figura 41). Uma banda na altura do
marcador de 66 kDa foi observada. A massa molecular teorica calculada para a proteina
swolenina ¢ de 53 kDa e espera-se que, de acordo com o padrao de glicosilagdo, possa ser a

banda em torno de 66 kDa secretada pela levedura.

r'd
i

Figura 41 - SDS-PAGE 15% acrilamida com sobrenadante do cultivo de P. pastoris concentrado 10 vezes. Uma
banda na regido de 66 kDa indica expressdo da protein swolenina. Seta da esquerda indica banda

correspondente a proteina swolenina.
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5.5.1.5 Teste de purificagdo por cromatografia de afinidade da proteina expressa

A proteina foi eluida com 250 mM de imidazol (Figura 42). A altura da banda purificada
corresponde ao tamanho esperado para a swolenina glicosilada. A interagdo da proteina com a
coluna de afinidade com cobalto reforga a afirmag¢do de que a proteina recombinante swolenina
foi expressa pela levedura. Ensaios com atividade dessa proteina serdo feitos posteriormente para

confirmacao de sua identidade, bem como o sequenciamento por espectrometria de massa.

A4

Figura 42 - SDS-PAGE com passos da purificagido por cromatografia de afinidade. 1) Marcador de massa molecular;
2) fragdo injetada na coluna (extrato extracelular total); 3) Fracdo que néo cola na coluna (flow trough);
4) Lavagem sem imidazol; 5) Lavagem com 10 mM de imidazol; 6) Lavagem com 100 mM de imidazol;
7) Eluigdo com 250 mM de imidazol. A seta da direita indica a banda com cerca de 66 kDa,
provavelmente, a swolenina.

5.5.2 Expressao Heterdloga em Aspergillus niger

5.5.2.1 Amplificacdo dos genes

Os genes foram amplificados com os oligonucleotideos especificos e passaram a conter

as caudas necessarias para inser¢ao no vetor ANIp7G pelas técnias de gateway ou LIC (Figura
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43). A proteina swolenina, bem como seus dominios isolados, foram clonados da mesma maneira

e no mesmo vetor (dados ndo mostrados).

i - !(—1500 bp
; -

400 bp=> =

“.d

Figura 43 - Gel de agarose 1% com o produto de PCR das reacdes de amplificagio dos genes de interesse a partir da

biblioteca de cDNA. Da esquerda pra direita foram aplicados o gene inteiro, o dominio catalitico e o
CBM da CBHI, CBHII, EGLI ¢ EGLII, respectivamente.

Apo6s amplificacdo os genes foram submetidos a um segundo ciclo no termociclador com
outro par de oligonucleotideos para insercdo das caudas necessarias a clonagem por LIC ou
Gateway®. Uma comparacdo entre a primeira € a segunda amplificacdo foi analisada para

conferéncia da presenga da cauda antes da continuidade dos experimentos (Figura 44).
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Figura 44 — Gel comparativo entre primeira e segunda amplificacdo dos genes para conferéncia da adi¢do da cauda

de clonagem da plataforma Gateway®.
5.5.2.2 Clonagem dos genes no vetor Anip7G

Os clones gerados por LIC foram submetidos a uma reagdo de amplificagdo com os

oligonucleotideos especificos para conferéncia da clonagem (Figura 45).

1 2 3 4

-
-—

Figura 45 — Amplificacdo dos genes clonados por LIC utilizando o vetor Anip7G clonado como DNA molde e os
olignoucleotideos especificos. 1) dominio catalitico da CBHII; 2) CBM da EGLI; 3) dominio catalitico
da EGLIT E 4) CBM da CBHI.

Os clones BP gerados por Gateway® foram analisados apos digestao com a enzima de
restricdo BsrG1 para conferéncia da insercao do gene no vetor (Figura 46).
3 4 5 6 7 8
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Figura 46 — Digestdo, com BsrGl, dos clones BP gerados na plataforma Gateway® para conferéncia da inser¢do do
gene no vetor Anip7G. 1) Controle do gene da CBHI para comparagao; 2) CBHI; 3) CBHII; 4) dominio
catalitico da CBHI; 5) dominio catalitico da EGLI; 6) EGLI; 7) EGLII; 8) controle com digestao de
vetor vazio, sendo linearizado sem a liberacao do gene.

Os clones LR gerados por Gateway® foram analisados apds digestdo com a enzima de

restricdo BsrG1 para conferéncia da inser¢do do gene no vetor (Figura 47).
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Figura 47 - Digestdo, com BsrGl, dos clones LR gerados na plataforma Gateway® para conferéncia da inser¢do do
gene no vetor Anip7G. 1) dominio catalitico da CBHI; 2) dominio catalitico da EGLI; 3) EGLI; 4)
EGLII; 5) CBHII; 6) CBHI e 7) controle com digestdo de vetor vazio, sendo linearizado sem a liberago
do gene. Em cada amostra ¢ possivel observar, além do gene, o vetor AniP7G sendo linearizado.

5.5.2.3 Testes de expressao das enzimas por A. niger

O monitoramento das culturas de A. niger foi feito de 5-7 dias de cultivo. Com 6 dias de
crescimento as culturas ja estavam esporulando e o pH do meio de cultivo havia aumentado para

em torno de 5.5 (

Figura 48). Nessas condi¢cdes observamos a superexpressdo de algumas das proteinas
heterologas testadas. Foi obtido sucesso na expressdo de 6 proteinas: CBHI e seu dominio
catalitico, EGLI e seu dominio catalitico, EGLII e CBHII (Figura 49). As proteinas swolenina,
tanto de 7. harzianum quanto de T. reesei ndo foram expressas nessas condi¢des. Testes em
microrganismos industriais, mais robustos e voltados a secrecdo de proteinas foram realizados em

cepas ndo comerciais, mas o resultado ndo foi diferente e a proteina ndo foi expressa mesmo

nessas condicoes.
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Figura 48 — Imagem de placa de 24 pogos utilizada na sele¢@o de coldnias positiva (foto da esquerda) e de frasco
erlenmeyer utilizado para producdo em maior escala (foto da direita). Culturas de 4. niger, nas fotos,
estdo esporulando e com 6 dias de cultivo.
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Figura 49 - Gel de poliacrilamida 15% com aliquotas dos meios de cultivo coletados com 6 dias de crescimento.
Foram expressas as proteinas: (1) CBHI; (2) EGLI; (3) EGLII; (4) catEGLI; (5) CBHII e (6) catCBHI.
As amostras destacadas como C representam o controle do total de proteinas secretado pelo A. niger
quando transformado com vetor ANIp7G sem gene inserido (controle negativo).

5.5.2.4 Caracterizacao inicial das enzimas expressas

5.5.2.4.1 Confirmacgdo da identidade por espectrometria de massa

As sequéncias das proteinas em estudo foram digeridas com tripsina in sifu e as massas
dos peptideos encontradas foram comparadas as massas dos peptideos medidos por
espectrometria de massa (PMF). Os cromatogramas com as massas dos peptideos detectados e

calculadas, para cada amostra, podem ser visualizados na Figura 50.

¥
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Figura 50 —Espectros com as massas dos peptideos gerados por digestdo triptica medidos por espectrometria de

massa (Peptide Mass fingerprinting). De cima para baixo: CBHI, EGLI, EGLII, catCBHI, catEGLI e

CBHILI. As setas indicam os peptideos identificados na sequéncia das respectivas proteinas em estudo.
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5.5.2.4.2 Purificagdo das enzimas CBHII, EGLII e o dominio catalitico da EGLI

As enzimas CBHII e EGLII foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna

de cobalto (Figura 51 e Figura 52).
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Figura 51 - Gel de poliacrilamida 15% com as fases do processo de purificacdo da enzima CBHII. Da esquerda para
a direita foram aplicadas as amostas: (1) Injetado (total); (2) marcador de peso molecular: 66, 45, 39, 31,
20 e 12 kDa; (3) fragdo que ndo liga a coluna (FT); (4, 5 ¢ 6) 3 lavagens com 2 VC e (7, 8 ¢ 9) 3
eluigdes com 1 VC com 150 mM de imidazol.

[ | S

-

Figura 52 - Gel de poliacrilamida 15% com as fases do processo de purificacdo da enzima CBHII. Da esquerda para
a direita foram aplicadas as amostas: (1) Marcador de peso molecular: 66, 45, 39, 31,20 e 12 kDa; (2)
injetado (total); (3) fragdo que ndo liga a coluna (FT); (4, 5, 6 ¢ 7) 4 lavagens com 2 VC e (8, 9 ¢ 10) 3
elui¢cdes com 1 VC com 150 mM de imidazol.

O dominio catalitico da EGLI foi purificado por cromatografia de exclusdo molecular em

coluna superdex 75 16/60 com tampao citrato de sodio 50 mM, pH 5.0, NaCl 150 mM (Figura 53).
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Figura 53 - Gel de poliacrilamida 15% com a purifica¢do do dominio catalitico da EGLI em coluna de gel filtragao.
O total injetado na coluna (2 e 3) e a fracdo com o pico correspondente a proteina pura (1) foram
aplicados no gel. (4) Marcador de massa molecular: 66, 45, 39, 31,20 e 12 kDa.

As proteinas puras foram testadas contra os substratos CMC 1% (EGLII e catEGLI),
papel filtro e pNPc (CBHII) para confirmagdao de suas atividades. As proteinas ainda nao
purificadas estdo sendo estudadas quanto as suas propriedades e encontram-se em fase de
estabelecimento de protocolo de purificacdo. Ensaios de cinética enzimatica, caracterizacao
bioquimica, biofisica e estrutural estdo sendo realizados com as proteinas puras para
cumprimento da proxima etapa do projeto. Com esses estudos sera possivel entender o
mecanismo de acdo dessas enzimas e estabelecer comparagdes que permitam um aumento no

entendimento sobre o processo de hidrolise enzimatica da celulose.

5.5.2.5 Caracterizacdo do dominio catalitico da EGLI de T. harzianum

A proteina foi purificada a homogeneidade com rendimento final de purificagdo de cerca
de 40% (dados obtidos de andlise de SDS-PAGE e quantificagdo por Bradford) e testes de
atividade padrdo contra substrato CMC 1% indicaram que a proteina apresenta atividade

especifica de 15,9 U/mg. Os cromatogramas obtidos na purificacdo da proteina e na coluna
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utilizada para célculo de massa molecular sdo mostrados nas Figura 54 e Figura 55,
respectivamente. A proteina se comportou, na coluna de exclusdo molecular, como monomérica e
sua massa calculada ficou em 43 + 4 kDa. Um fragdo menos representativa indica uma possivel

forma dimérica da proteina.
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Figura 54 — Cromatograma de purificagdo em coluna Superdex 75 16/60. Pico principal corresponde a fragdo com a
proteina pura.
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Figura 55 — Cromatograma de purificagdo em coluna superdex 75 10/30. Calibracdo da coluna permitiu calculo de
massa molecular da proteina e investigacdo do estado oligomérico nessas condi¢des. Seta A indica uma
possivel forma dimérica da proteina.
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A proteina pura foi submetida a andlise do grau de pureza em SDS-PAGE corado com

nitrato de prata (Figura 56).

55 kDa =2

B
-
—
-
-

Figura 56 — SDS-PAGE (15% acrilamida) com proteina catEGLI apresentando alto grau de pureza.

5.5.25.1 Gel nativo

A proteina se comportou como dimérica no experimento de eletroforese de gel em
condicdes nativas. Uma banda em torno de 90 kDa pode ser observada no gel. Uma fragdo menos
representativa, contudo, pode ser observada em altura condizente com forma monomérica (Figura

57).

=

\ <€ 140 kDa
L

\

<€ 67 kDa

Figura 57 — Gel ndo desnaturante (8-25% acrilamida) com as duas bandas, em maior e menor intensidade
demonstrando a forma da proteina dimérica (seta superior) e monomérica (seta inferior),
respectivamente.
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5.5.2.5.2 Painel de substratos

A enzima demonstrou ser capaz de quebrar ligacdes B(1-4) entre residuos de glucoses dos
substratos xiloglucano, B-glucano, liquenano ¢ CMC (Figura 58). Na Figura 59 ¢ possivel analisar

as estruturas dos carboidratos que a enzima foi capaz de clivar.
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120 -

= 100 -

80 -

40 -
20 - I
N

Aividade relativa (%
(e
o
1

Qo > 2 O o O o AN @ o @ Q o 2 (<Y
S ESE LS SE S SEF S S
@ © Y & & > & Q : )
" & o°b <\°b @0% &Y & & & \str\ SR SRR O
R Py & F & & S S g
& ¥ S N SN <° &
= S & 8 & §
Y < O N & X9
& v $ +® > &
w o S &
W v &

Figura 58 — Painel de substratos testados quanto a habilidade da enzima em degradar a estrutura e liberar
agucar redutor.
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Figura 59 — Estrutura dos carboidratos clivados pelo dominio catalitico da EGLI de 7. harzianum

5.5.2.5.3 Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

O perfil de degradacao da enzima foi tracado a partir de experimentos de eletroforese
capilar de zona. Com substratos simples, ou seja, pequenos fragmentos de fibra de celulose
(baixos graus de polimerizagdao) como C4, C5 e C6, foi possivel apontar que a enzima nao ¢
capaz de liberar monomeros de glucose e necessita de, pelo menos, quatro unidades de glucose
(duas unidades de celobiose para cada lado a partir dos aminoacidos cataliticos) para adsorver a

fibra e efetuar a catalise (Figura 60).

LT Nen s

R

Figura 60 — Eletroferograma com o perfil de gradagdo, pela enzima catEGLI, dos substratos sintéticos que simulam a
fibra de celulose com 4, 5 e 6 residuos de glucose.
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O mesmo experimento, porém realizado com substratos mais complexos, CMC, -
glucano e liquenano, demonstrou qual o perfil de degradacdo da enzima sobre os mesmos (Figura

61).

Figura 61 — Eletroferogramas com perfil de degradacdo, pela enzima catEGLI, dos substratos CMC, B-glucano e
liquenano (na ordem de cima para baixo), degradados em 15 minutos ou 15 horas (esquerda e direita,

respectivamente).
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5.5.25.4 Temperatura e pH 6timos

Ensaios de condi¢des 6timas de atividade enzimatica apresentaram alguns resultados um
tanto surpreendentes do ponto de vista do esperado para essa familia de proteinas. Primeiramente
foi realizado um ensaio variando-se as condicdes de pH e temperatura simultaneamente para
verificar possiveis influéncias de um sobre o outro (Figura 62). Identificada temperatura 6tima, de
50°C, foi realizado teste de pH 6timo, o qual indicou ser a enzima de estudo bastante acida, com

pH 6timo entre 2 e 3 (Figura 63).
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Figura 62 — Grafico com resultados de atividade enzimatica da catEGLI frente a diferentes pHs e temperatura.
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Figura 63 — Grafico apresentando a influéncia do pH na atividade da enzima catEGLI.

5.5.2.5.5 Teste de estabilidade — atividade residual

Aliquotas foram retiradas periodicamente de amostra de proteina incubada a 50°C, em pH
3 para monitoramento de sua atividade. Com 5 dias (120 horas) a enzima ainda mantinha sua

atividade contra CMC 1%.

5.5.25.6 Experimento de Deslocamente Térmico (Thermal shift)

Experimentos de deslocamento térmico foram realizados para monitorar a estabilidade
térmica da proteina frente a diferentes pHs. Os resultados permitem a identificacdo dos melhores
pHs para manutengdo da estabilidade da estrutura terciaria da proteina, em funcdo da
temperatura, na seguinte ordem: pH2>pH3>pH4>pHS5, observando que o pH de maior
estabilidade permite a proteina manter seu enovelamento em mais altas temperaturas (Figura 64).
A mesma andlise pode ser feita por comparagdo das temperaturas de melting (Ty,) para cada pH,

sendo elas: pH 2 (61°C); pH3 (59°C); pH4 (53,4°C) e pHS5 (42,2°C).
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Figura 64 — Espectro de fluorescéncia emitida em fung¢do da temperatura em ensaio de deslocamento térmica (termal
shift). As temperaturas de melting (T,,), para cada pH estdo indicadas.

5.5.2.5.7 Ensaio de Dicroismo Circular (CD)

Experimentos de dicroismo circular permitiram a caracterizagdo da estrutura
secundaria da proteina. O espectro de CD medido para a enzima EGI, a 25 °C, ndo apresentou
uma banda negativa ao redor do comprimento de onda de 222 nm, indicando assim, um baixo
teor de conteudo de estruturas regulares na forma de a-hélice em sua estrutura secundéria. A
forma geral do espectro de CD de EGI ¢ caracteristico de proteinas com estrutura regular da
forma de folhas-f (Figura 65). A andlise do espectro de CD, empregando o programa CONTINLL
revelou que a porcentagem (valor estimado) de a-hélices e de folhas-f sdo de aproximadamente

6% e 42%, respectivamente.



136

20 -
15 ——pH3
—— pH4
10 ——pH5
—_ e pH7
o ——pH8
2 51 ——pH9
o
O ;.
-5
-10 -
1 A/ I / 1 L. 1 b/ I I
200 210 220 230 240 250
A nm

Figura 65 — Espectro de CD do dominio catalitico da EGLI em diferentes pHs.
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6 DISCUSSAO

O fungo T. harzianum atingiu uma produgdo compativel com a descrita na literatura para
fungos com forte capacidade celulolitica, o que confere um resultado satisfatorio e promissor no
que diz respeito a utilizagdo desse microrganismo para producdo de coquetéis celuloliticos para
fins de caracterizagdo e compreensao do seu mecanismo de agdo. A utilizacdo de biorreatores
para o crescimento da cultura, no lugar de frascos em incubadoras com agitacdo permitiu um
aumento de 2x na quantidade de proteinas produzidas (de 200 para 400 pg/mL) devido ao
controle mais rigoroso de importantes paradmetros envolvidos no crescimento e desenvolvimento
do fungo como temperatura, oxigenacdo ¢ pH. Estudo de cinética de producdo enzimatica
permitiu o estabelecimento de 4 dias (96 horas) de cultivo para alcance do pico de maior
atividade de FPase, CMCase e [-glucosidase, ao passo que as proteases ainda nao eram
fortemente produzidas (normalmente 6 dias). O coquetel produzido foi concentrado e
encaminhado para estudos de hidrélise enzimatica de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado para
investigacao de sua eficiéncia.

O bagaco a ser utilizado foi submetido ao processo de pré-tratamento para remog¢ao da
fragdes de lignina e hemicelulose, os quais dificultam a agdo enzimatica na celulose. A lignina
representa um grande entrave na utilizacdo desses materiais lignoceluloliticos'?, e esse ¢ um dos
principais motivos da necessidade de se fazer um pré-tratamento. Deseja-se remover
parcialmente a lignina, além de aumentar a porosidade e a acessibilidade da enzima a
celulose®™'?. Contudo, esse ¢ um procedimento caro para aplicacdes biotecnologicas e, logo, o
tratamento alcalino consiste em um dos gargalos do ponto de vista econdmico desse processo.

Nossos resultados dos testes de diferentes concentragdes de NaOH no pré-tratamento do
bagaco sugeriram que a utilizagdo de 1% de base € suficiente no processo de remog¢ao da lignina
tanto para maior exposi¢cdo da celulose quanto para permitir uma maior disponibilidade das
enzimas para a hidrolise (menor adsor¢do inespecifica). Trabalhos na literatura indicavam a
necessidade do uso de 4% de NaOH. Essa redugao para 1% ¢ economicamente e ecologicamente
mais atraente. Contudo, esse aumento na concentracdo de NaOH levou a um aumento na
cristalinidade da amostra.

Os resultados desse trabalho suportam a conclusdo de que a cristalinidade da amostra
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aumenta com aumento do grau de deslignificacdo até, pelo menos 1% de NaOH e como o grau de
cristalinidade ¢ uma relagcdo em funcdo do peso, esse aumento deve ser atribuido a remogao
preferencial, pela base, da matéria amorfa tais como lignina, hemicelulose e celulose nao
cristalina. No entanto, um aumento na concentracdo da base para 4% levou a uma pequena
diminui¢do na cristalinidade (de 70.5 £ 2.9% para 68.6 + 3.4%), porém, incertezas nas medidas
de cristalinidade ndo nos permitiram concluir se houve um artefato ou uma tendéncia real. Além
do mais, o tamanho dos cristais de celulose estimados dos dados de difragdo consistentemente
aumentaram com o aumento na cristalinidade (dados nao mostrados). Os resultados sugerem que
a deslignificacdo do bagaco leva a um aumento na propor¢do € no tamanho dos cristais
(condensacao dos microcristais) dentro das amostras, provavelmente relacionado a remogao de
lignina e hemicelulose. Essa quantificacdo do conteudo cristalino na celulose ¢ importante pois
promove uma estimativa da recalcitrancia da biomassa ao ataque enzimatico'>*.

Além do mais, nossos resultados revelam que esse aumento na cristalinidade nao impede
a hidrélise enzimdtica do bagago, pelo contrario, o aumento na cristalinidade estd positivamente
correlacionado com um aumento na concentracdo de glucose liberada das amostras, sob um
carregamento constante de enzimas. Porém, estudos sobre a acessibilidade da celulose sao
necessarios para uma compreensao mais detalhada desse processo.

Por outro lado, nao foram observadas diferencas quanto a hidrolise realizada com ou sem
a adicao de BSA, contrariando o proposto pelo artigo de Yang and Wyman, que observaram um
aumento significativo na eficiéncia de hidrolise enzimatica de palha de milho pré-tratada com
acido diluido. Contudo, nesse mesmo trabalho nao foi observada influéncia de BSA no caso de
celulose microcristalina, Avicel®, usada como substrato, a qual ndo possui dreas de superficie de
lignina que permitiriam a adsor¢do da BSA. Levando esse resultado em conta, nos justificamos a
auséncia de efeito de BSA em nossos estudos alegando que o pré-tratamento utilizado nesse
trabalho foi eficiente em parcialmente remover a lignina que envolve a celulose e serve como
ancora de adsor¢ao ndo produtiva das enzimas.

Uma comparacgdo das atividades celuloliticas do coquetel enzimatico produzido pelo T.
harzianum e um preparado comercial, bem como uma mistura constituida pelos dois, foi
realizada a fim de se encontrar uma formula ideal para degradacdo do bagaco de cana de agucar.
Até hoje, nenhum microrganismo identificado demonstrou ser capaz de produzir um coquetel

enzimatico com o balanco ideal de enzimas e proteinas auxiliadoras para a degradacdo eficiente
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de biomassa a aglcar fermentescivel. Fungos filamentosos bastante reconhecidos por sua
habilidade em secretar enzimas celulases como 7. reesei e A. niger, por exemplo, apresentam
perfil de produgdo diferenciado. O primeiro produz um excesso de exo e endocelulases em
relacdo a P-glucosidases, enquanto o segundo ¢ um forte produtor de P-glucosidases em
detrimento da produgdo de celulases. Contudo, os coquetéis enzimdticos precisam ser
suplementados por enzimas nativas ou recombinantes para que apresentem alta eficiéncia e sejam
viaveis para aplicagdo biotecnologica.

O preparado comercial alcangou uma taxa de conversao de 68,3%, em 18 horas, a mesma
faixa alcangada pelo produto do 7. harzianum (64,7%). No entanto, quando o comercial foi
suplementado com metade do carregamento enzimatico por enzimas produzidas pelo T.
harzianum esse valor aumentou para 97,6%. Em geral, os resultados de rendimento de hidrolise

. . . . . . . 125; 126; 127;
obtidos nesse trabalho foram significativamente mais altos que os descritos na literatura'2> 126 127

128
A composicao dessas misturas foi analisada para melhor compreensdo dos resultados o
que indicou haver um desequilibrio na proporcao das classes de enzimas em relagdo aos dois
preparados enzimaticos. O fungo 7. harzianum apresentou uma mistura rica em -glucosidases e
xilanases, enquanto no preparado comercial essas proteinas encontram-se em mais baixas
concentragdes. A alta quantidade de B-glucosidases diminui o acimulo dos inibidores de
celobiohidrolases (celobiose) no meio de reacao, favorecendo um processo mais eficiente.

Por outro lado, xilooligdmeros foram identificados recentemente como fortes inibidores
da hidrolise enzimatica da celulose, capazes de inibir significativamente a sacarificacdo da
biomassa at¢ mesmo em concentracdes tdo baixas quanto 1,67 mg/mL, enquanto xilose provou
ser um inibidor muito mais fraco ao processo de hidrolise'”’. Essas descobertas destacam a
importancia da atividade de xilanase na quebra enzimatica da biomassa, que, além disso, ainda
aumentam o acesso das demais enzimas a celulose por remover a hemicelulose que envolve as
fibras a serem digeridas. A mais alta atividade de xilanase observada para o preparado do T.
harzianum explica a mais alta eficiéncia dos coquetéis que contém extratos desse fungo. Outros
componentes produzidos pelo fungo 7. harzianum como glicosil hidrolases da familia GH 61" e
swoleninas™, devem também ter contribuido para os mais altos rendimentos obtidos.

Ap0s caracterizagdo da atividade enzimatica na hidrélise do bagaco de cana-de-agucar foi

iniciado o estudo desse coquetel enzimdtico para compreensdo detalhada do mecanismo de agdo
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de cada componente, bem como das limitagdes e potenciais melhorias. Um gel 2D do secretoma
de T. harzianum chamou a nossa atencdo para a existéncia da proteina swolenina no preparado
enzimatico, uma proteina auxiliadora, considerada um importante acessorio na combinagdo ideal
de proteinas para degradacdo da biomassa. Esse resultado, aliado ao fato de poucos dados
estarem disponiveis na literatura para essa classe de proteinas, nos incentivou a tentar expressar e
caracterizar a swolenina.

Contudo, a caracterizacdo do extrato extracelular de 7. harzianum iniciou com a
purificagdo da enzima majoritaria do coquetel, a CBHI, uma exonuclease que representa cerca de
60% do total de proteinas presentes nessa mistura. A proteina foi purificada a homogeneidade e
apresentou atividade especifica contra Avicel® de 0,28 U/mg, condizente com os dados
disponiveis na literatura'®' para a mesma enzima de organismo homologo (7. reesei).

Estudos de pH e temperatura 6tima planejados de acordo com desenho experimental e
analise estatistica indicaram que a proteina atua em sua melhor performance quando a reagdo se
da em pHS e temperatura 50°C. Porém, mais importante que isso € preceber que esse
experimento demonstra a robustez e tolerAncia da enzima a essas varidveis no processo
hidrolitico. O resultado permite aos pesquisadores identificar os limites de temperatura e pH que
podem ser variados sem prejudicar a atividade 6tima da enzima. Em um processo industrial ¢
necessario conhecer as varidveis que podem ser alteradas sem prejuizo a eficiéncia méxima da
enzima enquanto reduz custos ou impacto ambiental.

A proteina CBHI também foi analisada estruturalmente com estudos de espalhamento de
Raios X a baixo Angulo (SAXS) e os resultados foram comparados com dados disponiveis na
literatura. Schumuck e colaboradores mostraram que a celobiohidrolase I de 7. reesei tem uma

115
. Uma

forma de girino consistindo de uma cabeca isotrdpica e uma longa e flexivel cauda
comparacdo dos dados de espalhamento de Raios X da enzima intacta e de seu dominio catalitico
(CCD) em solugdo permitiu a identificacdo da cabeg¢a do girino como sendo o dominio
catalitico''®. Mais tarde, outras analises de SAXS, apresentando a mesma forma da proteina
estruturada em dois modulos, foi descrita para uma celulase de Cellulomonas fimi (Pilz et al.
1990).

No entanto, esses estudos pioneiros foram limitados em sua precisdo e acurdcia devido a

falta de estruturas tridimensionais de alta resolucdo dos dominios isolados e também aos

modestos fluxos de espalhamento de raios X disponiveis naquele momento. A estrutura do
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modulo de ligacao a celulose (CBM) de 7. reesei foi determinada por RMN em 1989 (Kraulis et
al. 1989) e a estrutura cristalografica do dominio catalitico tornou-se disponivel somente em 1994
(Divne et al., 1994). Porém, a tUnica caracterizacdo por SAXS ab initio da proteina inteira
reportada desde entdo foi uma de uma enzima Celd5 de Humicola insolens, a qual
significativamente melhorou os primeiros modelos de baixa resolugio de celulases™.

Em um esfor¢o para ampliar nosso conhecimento sobre a organizagdo molecular e
dinamica conformacional de uma celulase inteira em solu¢do, ndés determinamos as dimensoes e
forma molecular da Cel7A de T. harzianum, a ThCel7A. Nesse trabalho nds demonstramos que
os dominios catalitico e o CBM da ThCel7A sdao ligados por uma sequéncia peptidica
semiestendida mas flexivel, que pode variar em tamanho o equivalente a cerca de uma unidade de
celobiose, sem significativo custo energético, fornecendo indicios sobre como se d4 o0 movimento
da ThCel7A na superficie do substrato.

Como Dmax corresponde a distancia maxima entre todas as conformagdes presentes em
solugdo, ¢ possivel comparar as medidas feitas para a proteina inteira ¢ o dominio catalitico com
o objetivo de compreender o sistema de dois modulos da CBHI de 7. harzianum. Sendo a
diferenca das distancias maximas entre a proteina inteira e seu dominio catalitico de
consideraveis 50 A e considerando existir somente 58 residuos a mais (linker e CBM) contra 431
do dominio catalitico (60 A), pode-se deduzir que a forma alongada que a enzima assume ¢é
derivada de um peptideo ligador em uma conformacdo bastante estendida. No entanto,
conformagdes mais compactas podem também existir em solu¢ao, como sugerido pelo Rg, o qual
descreve uma conforma¢dao média adotada por todas as moléculas na amostra € ndo somente o
tamanho maximo observado. Outro indicio disso sdo as variagdes pequenas observadas para o Rg
entre a proteina inteira (27.3 A) e o dominio catalitico (21.04 A), sugerindo que este linker nio é
inflexivel e pode assumir muitas formas em solugao.

A estrutura desordenada desse linker pode também ser confirmada pela baixa densidade
atdmica observada de 0,3 residuos/ A (22 residuos distribuidos em 64 A), indicando falta de
coesdo entre os residuos do peptideo. Estudos em duas endoglucanases, Cel5G e Cel45, de
Pseudoalteromonas haloplanktis (Violot, 2005) e Humicola insolens>®, mostraram uma densidade
de 0,5 e 0,7, respectivamente. Isto estd em acordo com a existéncia de aminoécidos cisteinas no
linker da Cel5G de P. haloplanktis, os quais levam a formagdo de loops como resultado das

pontes dissulfeto e, entdo, tornam essa regido mais compactada que em ThCel7A.
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Além do mais, é preciso levar em conta o impedimento estérico causado pela O-
glicosilagdo do linker'*, a qual restringe o espago conformacional disponivel evitando alguns
angulos de torsdo na cadeia polipeptidica e provavelmente estabiliza a conformagao estendida do
linker.

Os dados de SAXS obtidos para a ThCel7A neste trabalho também permitiram inferir
algumas consideragdes sobre o modo de agdo de hidrdlise da celulose pela andlise da relacao
especial da enzima com a superficie da celulose. Este assunto tem atraido o interesse de muitos
pesquisadores nos ultimos anos, mas os detalhes do mecanismo de agdo da celulase com seus
dois dominios ainda permanecem desconhecidos. Receveur e colaboradores, em 2002,
demonstraram, por meio de medidas de SAXS, que o linker das celulases ¢ flexivel e estendido e
que as celulases se movem na celulose cristalina em forma de lagarta. Eles também propuseram
ser a translagdo do CBM na superficie da celulose a responsavel pela liberagao de enrgia livre da

; 133; 134
33133134 o entanto,

cellulase e que esse processo ocorre quando o linker estd muito estendido
alguns anos mais tarde, Igarashi e colaboradores demonstraram por micorscopia de forga atdmica
de alta velocidade (HS-AFM) que o dominio catalitico isolado da TrCel7A pode transladar ao
longo da superficie da celulose em uma agdo processiva sendo a Unica responsavel por deslizar
no substrato'*>. O grupo conclui que a funcdo do CBM ¢ somente aumentar a concentracio de
moléculas de enzima no substrato, de acordo com o previamente proposto por Stahlber, em 1991.

Pelo menos, nos dois modelos propostos até agora € clara a necessidade de ancoragem da
celobiohidrolase na celulose para um processo hidrolitico mais rapido e mais eficiente. Se a
celulose consiste de residuos de glucose conectados por ligacdes glicosidicas 3 -1,4 rotacionados
180°C em relagdo ao anterior, conferindo a unidade repetitiva da celulose, a celobiose, uma
distancia de 10,4 A é possivel estimar sua relacio especial entre ThCel7A e celulose. A enzima
tem um Dmax de 110 A, sendo a distdncia média do linker de 64 A. Assumindo sua conformacio
média, o linker poderia ocupar seis ligacdes glicosidicas de orientacdo similar na cadeia de
celulose, em outras palavras, fixando o CBM na superficie da celulose seria permitido ao
dominio catalitico clivar cinco ou seis unidades de celobiose dependendo da flexibilidade do
peptideo ligador. Levando em conta a mobilidade do CBM na superficie da celulose sem
dessorcdo™, ele facilitaria a acio do modulo catalitico da ThCel7A, deixando mais sitios de

ST . roo s : . 136
hidrdlise disponiveis e tornando o processo mais eficiente ™.
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Esses resultados melhoraram consideravelmente os modelos de celobiohidrolases de
espécies de Trichoderma disponiveis até o momento''> ', determinados quando a estrutura dos
dominios ndo era conhecida. Este trabalho confirma a forma de girino da enzima mas corrige os
valores para dimensio maxima superestimada de 180 A obtida para a TrCel7A, que contém 513
residuos. A ThCel7A, homéloga a TrCel7A, tem D, de 110 A e 505 residuos de acordo com
dados do modelo cristalografico. O valor do Rg também foi superestimado, sendo 42,7 A para a
TrCel7A, enquanto as medidas atuais para ThCel7A mostraram um Rg de 27 A. Estudo de
microscopia eletronica de alta resolugdo também encontrou valores menores para TrCel7A em
relacdo aos obtidos por medidas de SAXS.

Para dar continuidade aos estudos dos componentes do coquetel enzimatico e para superar
a dificuldade de se obter as proteinas em quantidades necessarias aos ensaios, uma vez que, a
excecao da CBHI, as demais proteinas sao expressas em quantidade muito baixas, partimos para
os estudos de expressao heterdloga. A proteina swolenina foi expressa em quantidade insuficiente
e extremamente baixa pela levedura P. pastoris (dados obtidos por analise em SDS-PAGE), o
que nos levou a mudar a estratégia e partir para a expressao das proteinas em fungo filamentoso.

A tentativa de expressao heterdloga das proteinas recombinantes em A. niger obteve
grande sucesso com a expressao de 6 proteinas: CBHI e seu dominio catalitico, EGLI e seu
dominio catalitico e CBHII (de 7. harzianum) e EGLII (de T. reesei). As proteinas foram
expressas, em microescala, em grande quantidade (entre 100 e 400 ug/mL — dados obtidos por
quantificagdo em SDS-PAGE com BSA como padriao). O escalonamento da produgdo levou a
uma reducao nesse rendimento (em torno de 50x), mas mesmo assim permitiu o encaminhamento
dos clones positivos para producao e caracterizacao das proteinas.

Para esse trabalho selecionamos o dominio catalitico da endoglucanase I de 7. harzianum
para continuidade aos estudos, enquanto as demais proteinas foram repassadas para outros
estudantes darem continuidade.

O dominio catalitico da EGLI foi purificado em dois passos (precipitagdo com sulfato de
amonio e gel filtragdo), com rendimento estimado em cerca de 40% de proteina com alto grau de
pureza. A proteina pura demonstrou-se ativa em teste contra o susbtrato CMC 1%, com atividade
especifica de 15 U/mg. O resultado estd compativel com o disponivel na literatura para a proteina

do organismo homologo, o fungo 7. reesei, com alto grau de identidade com a proteina de estudo
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(80%) e que possui atividade especifica de 65 U/mg '**. A proteina ¢ bastante estavel ¢ com 72
horas de incubagao a 50°C, em pH 3, possui uma atividade residual de 100% da atividade inicial.

A proteina se comportou como dimérica no experimento de eletroforese de gel em
condigdes nativas, contrariando o proposto para celulases na literatura de maneira geral e, ainda,
o resultado obtido na coluna de gel filtragdo, quando o pico de elui¢do majoritario obtido refletia
o comportamento monomérico em solu¢do. Acreditamos que a concentracdo muito mais baixa no
processo de gel filtragdo, em relagdo a alta concentragcdo da proteina no gel nativo, representa o
principal motivo por esse estado oligomérico diferente observado em dois tipos de experimento.
Estudos de SAXS estdo sendo realizados a fim de se obter um resultado mais completo para se
definir o real estado oligomérico dessa proteina em solugao.

Porém, trabalhos na literatura suportam a possibilidade de celulases existirem como
dimeros em solugdo, justificando, por exemplo, condigdes O6timas de atividade em determinados
pHs em detrimento de outros devido a dimerizagao dependente de pH.

Quando testada quanto a sua capacidade de hidrolise de diferentes substratos, a enzima
apresentou perfil esperado para endoglucanases, foi capaz de degradar somente os substratos
esperados, confirmou o alto grau de homogeneidade na amostra (inexisténcia de contaminates e
degradacao inespecifica) e com isso, permitiu o desenho do experimento de eletroforese capilar
de zona sugerindo os substratos mais interessantes a serem estudados.

De acordo com o experimento de eletroforese capilar a enzima nao ¢ capaz de liberar
glucose, justificando a necessidade da adicao de B-glucosidases para a producao de glucose a
partir da biomassa, o que ja ¢ esperado para endoglucanases padrdo. Os resultados também
sugeriram uma possivel atividade de transglicosilacio desempenhada pela enzima em maior
tempo de hidrolise (15 horas). Entretanto, novos experimentos se fazem necessarios para
confirmar essa nova propriedade da enzima.

O caracter acidofilo da enzima, acusado pelo experimento de pH 6timo, causou uma certa
surpresa pelo fato de celulases, de maneira geral, apresentarem pH 6timo na faixa de 4 a 5,5'.
Por outro lado, a temperatura 6tima em torno de 50°C confirmou o esperado para celulases
produzidas por microrganismos mesofilicos como os fungos do género Trichoderma. Contudo,
enzimas acidofilas sdo interessantes do ponto de vista industrial, uma vez que uma das
tecnologias de pré-tratamento do bagaco de cana bastante utilizadas consiste na explosdo a vapor

do bagaco embebido em 4cido concentrado, seguido pela neutralizagdo e digestdo enzimatica.
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Enzimas mais tolerantes ao tratamento acido despertam o interesse pela possivel reducdo nos
custos desse processo '*’. Cockburn e Clarke mutaram os aminoécidos do sitio catalitico e da
superficie da proteina por outros aminodcidos ou por cisteinosulfinatos. Dos 30 mutantes gerados
4 acusaram um aumento na atividade da enzima em pH baixo e trés desses estavam relacionados
a remocdo de grupos carregados na superficie da proteina'*’.

A forma geral do espectro de CD da EGI, caracteristico de proteinas com estrutura regular
da forma de folhas-B, estd de acordo com a composicdo da estrutura secundaria de outras
endoglucanases, ja descrita na literatura cientifica. A porcentagem (valor estimado) de a-hélices
e de folhas-f estimadas por ensaio de dicroismo circular, de aproximadamente 6% e 42%,
respectivamente estdo em concordancia com os dados observados para o modelo de homologia de
EGI, que foi predita a partir de sua estrutura primaria pelo programa I-Tasser (dados nao

mostrados), e apresentou 9% de a-hélices e 43% de folhas-p quando analisada por Porter.
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7 CONCLUSOES
* O fungo 7. harzianum demonstrou-se bom produtor de enzimas celuloliticas (400 pg/mL)
quando crescido em meio de cultivo induzido por celulose;
+ O preparado comercial Multifect® apresentou um aumento de cerca de 30% em eficiéncia
quando suplementado (1:1 — FPU/ggbstrato: FPU/Zsubstrato) cOm enzimas produzidas pelo

fungo T. harzianum;

+ Niveis adequados de B-glucosidase e xilanase sdo essenciais para alta eficiéncia de

coquetéis enzimaticos na degradacdo de celulignina;

+ A cristalinidade do bagago aumentou com o aumento do grau de deslignificacio;

+ A cristalinidade do bagago ndo esta relacionada a reducido do rendimento de hidrolise;

*+ A concentragio de NaOH no pré-tratamento alcalino pode ser reduzida para 1%, sem

perda significativa no rendimento de hidrolise;

*+ A adigdo de BSA ao bagaco, nas condigdes apresentadas nesse trabalho, ndo apresentou

efeito significativo no rendimento de hidrolise enzimatica;

+ A proteina CBHI de T. harzianum apresenta atividade especifica de 1, 25 U/mg e pH e

temperatura 6timos de 5 e 50°C;

+ Proteolise parcial com papaina separou os dois dominios da enzima CBHI,;

+ Estudos estruturais de SAXS indicaram que tanto a proteina inteira quanto o dominio

catalitico sdo monoméricos em solucao;
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Estudos de SAXS indicaram que a proteina inteira e seu dominio catalitico apresentam
Duyay de 110.00 £ 0.50 e 60.00 £ 0.50 ¢ Rg de 27.56 +0.50 e 20.08 £ 0.050,

respectivamente;

A proteina CBHI apresenta seu linker de forma bastante estendida, porém flexivel,

podendo assumir diversar conformacdes;

A regido peptidica ligadora da CBHI ocupa um espaco na fibra de celulose
correspondente a 6 ligagdes glicosidicas de mesma orientagdo, ou seja, permite ao

dominio catalitico clivar 5 ou 6 unidades de celobiose dependendo da sua conformacao;

A proteina swolenina foi expressa em baixa concentragdo em P. pastoris e nao foi

expressa em A. niger nas condicdes testadas;

Seis proteinas foram expressas em A. niger: CBHI e seu dominio catalitico, EGLI e seu
dominio catalitico e CBHII (de 7. harzianum) e EGLII (de T. reesei), em quantidades

suficientes para estudos de caracterizacao;

As proteinas CBHII, EGLII e catalitico da EGLI ja tiveram seus protocolos de purificagao

estabelecidos por cromatografia de afinidade e de exclusdo molecular;

O dominio catalitico da EGLI possui massa molecular de 43 kDa, atividade especifica de

15,9 U/mg contra CMC 1% e temperatura e pH 6timos de 50°C e 2 a 3, respectivamente;

O dominio catalitico da EGLI demonstrou-se bastante estavel e com 120 horas de

incubacgdo a 50°C, pH 3 ainda mantinha a mesma atividade de inicio;

O dominio catalitico da EGLI se comportou como monomérico em coluna de gel filtragao

e dimérica em experimento de gel ndo desnaturante;
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+ A enzima catEGLI demonstrou ser capaz de quebrar ligagdes B(1-4) entre residuos de

glucoses dos substratos xiloglucano, B-glucano, liquenano e CMC;

+ A enzima catEGLI ndo é capaz de liberar glucose dos substratos de celulose;

+ A enzima ¢ mais estavel em pHs mais baixos — Tm de 61°C em pH 2 contra 42,2°C em

pH 5 (ensaio de termal shift).
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