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RESUMO

LIMA, RAT. “Caracterizacdo bioguimica e biofisica de uma B-glicosidase obtida do
metagenoma de intestino de Syntermes wheeleri”. 84f. Dissertacdo de mestrado —
Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

As celulases sédo enzimas da familia Glicosil hidrolases (GHs) que estdo envolvidas
na degradacdo da celulose e participam em diversas aplicacdes biotecnolbgicas.
Neste estudo foram selecionadas sequéncias metagendmicas do intestino de
Syntermes wheeleri, um cupim endémico do Cerrado brasileiro, para selecao,
purificagéo e caracterizagdo de uma celulase. Entre as sequéncias selecionadas e
produzidas em Escherichia coli (DE3) foi escolhida apenas uma para o trabalho,
uma B-glicosidase GH3 (B-G 72-26) que apresentou melhor producdo em relacéo as
outras (B-1,4-endoglucanase e exoglucanase). A B-G 72-26 foi purificada por
cromatografia de exclusdo molecular, apresentando tamanho aproximado de 89,7
KDa em gel SDS-PAGE 12%. A enzima foi caracterizada quanto ao pH e
temperatura 6timo, quando pode-se observar duas faixas de pH 6timo, pH 7,0 e
10,0, e uma temperatura 6tima de 40 °C. Por meio dos parametros cinéticos pode-se
constatar melhor atividade enzimatica em pH basico, contudo melhor afinidade (Ky,)
pelo substrato pPNPG em pH neutro. Além disso, em pH neutro a B-G 72-26
apresentou melhor eficiéncia catalitica (Kca/Km). Os resultados de dicroismo circular
mostraram que a estrutura secundaria da enzima é dependente de pH, com
porcentagens diferentes de estruturas alfa hélice e folhas beta, apresentando-se
mais estruturada em pH 10,0. J4 nos resultados de termoestabilidade pode-se
observar a desnaturagdo da 3-G 72-26 em ambos os pHs, menos em pH acido (4,0).
Ainda como analise estrutural, a p-glicosidase em estudo foi alinhada com
sequéncias estruturadas do PDB (Protein Data Bank) para andlises de dominios e
sitios cataliticos conservados, quando constatou-se a presenca de 3 dominios: (1)
(a/B)s-barril (TIM barril), (2) (a/B)s folha (B-sanduiche) e (3) Fibronectina iii, com
funcdo ainda desconhecida. Os sitios cataliticos conservados foram os Asp233 e
Glu417. Por meio dos resultados obtidos a B-G 72-26 mostra-se uma candidata a
ensaios de aplicacdo industrial, além de contribuir para a caracterizacdo de uma
nova p-glicosidase GH3, a qual pertence a um cupim endémico no Cerrado
brasileiro.

Palavras Chaves: B-glicosidase, metagenoma, cupim, Syntermes wheeleri
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1.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Bioprospeccao de microrganismos e a metagenémica

A bioprospeccdo é definida como a exploracdo da biodiversidade para
recursos bioquimicos e genéticos comercialmente valiosos para alcancar objetivos
econdmicos e de conservacdo. Para atender a esses propositos, a diversidade
existente de microrganismos pode atuar como um reservatorio de recursos a partir
do qual espécies individuais com caracteristicas especiais podem ser exploradas
(DIONISI; LOZADA; OLIVERA, 2012).

Um dos esforcos mais fundamentais da biologia tem sido descrever a
composicdo do mundo vivo. Séculos de pesquisa produziram uma imagem cada vez
mais detalhada das espécies que habitam nosso planeta e seus respectivos papéis
nos ecossistemas globais. Os microrganismos concentram a segunda maior
biomassa mundial ficando atrds somente das plantas, sendo que as bactérias, 0s
fungos e as Archaeas sao 0s maiores representantes com um total de 70, 12 e 7
Gigatoneladas de carbono (Gt C), respectivamente (Figura 1) (BAR-ON et al., 2018).

archaea

7GtC

virus

0.2GtC

bactérias

70GtC

protistas fungos animais

4GtC 12GtC 2GtC

Figura 1. Representacdo gréafica da distribuicdo global de biomassa por taxons.
Biomassas absolutas de diferentes taxons sao representadas usando um diagrama de
Voronoi, com a area de cada célula sendo proporcional a taxa global de biomassa (a forma
especifica de cada poligono ndo tem significado). Gt C (gigatoneladas de carbono).
Adaptado de (BAR-ON et al., 2018).

O estudo dos microrganismos geralmente é realizado por técnicas de cultivo

em laboratorio, contudo, apenas 0,01 a 1% pode ser considerado cultivavel sobre
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estas condicbes. Com o passar dos anos muitas técnicas surgiram a fim de
aperfeicoar as analises sobre seres “n&o cultivaveis”, ou melhor dizendo, aqueles de
dificil cultivo. A metagendmica, que estuda o DNA total de uma comunidade
mirobiana, tem sido amplamente utilizada na bioprospeccédo a fim de alcancar o
potencial de milhares de espécies que residem no ecossistema natural (RAVIN et
al.,, 2015). Essa abordagem tem possibilitado a descoberta de novos genes
originarios de microrganismos “nao cultivaveis” que codificam enzimas com
caracteristicas bioquimicas e biofisicas que justificam a utilizacdo destas moléculas
na industria (COWAN et al., 2005).

As analises metagendmicas séo realizadas com base em sequéncias génicas
ou funcéo bioldgica (ou uma combinacdo de ambos) para estudar uma comunidade
microbiana complexa (Figura 2) (CULLIGAN et al., 2016).

A Amostra ambiental

B Extracao de DNA metagendmio
\‘,'s(
i"\)‘» N\
/C Metagenémica estrutural ) /D Metagenémica funcional N
1. Sequenciamento 1. Criacao de bibliotecas 8
- pirosequenciamento 454 - pequenos insertos (plasmideos).
- lllumina - grandes insetos (fosmideos, cos - y

-SOLID mideos, BAC).
-PacBio
-lonTorrent/lonProton

2. Genes alvos

2. Selecado do hospedeiro
-Primers degenerados +PCR @
5 3 . @)%
N et > ®
3. Analises de bioinformatica . .
e i o 4. Insercdo de novos

- Procura por sequéncias. 3. Screening da biblioteca genes
- Procura por dominios conservados. - - identificagao de clones -
- Sintese de genes. positivos

4. Plasmidios
de genes identificados e

- —e—
- : - ] 5. Clonagemetxpressao
. o % ' S
LV 4

E . Descoberta de novos genes )
[ oY (=< :>J

Figura 2. Visdo geral dos métodos utilizados para a descoberta de novos genes por
metagenoma. (A) Coleta da amostra (solo, intestino, agua, por exemplo), (B) Isolamento do DNA
metagendémico, (C) Metagendmica baseada no sequenciamento do DNA metagenémico seguido por
andlises de bioinformatica e sintese de genes para expressao (D) Metagenémica funcional e a
criacdo de bibliotecas utilizando vetores especificos (plasmideos, fosmideos, cosmideos ou
cromossomo artificial bacteriano [BAC], por exemplo) seguido por sele¢do de atividade, clonagem e
expressédo (E) Descoberta de novos genes. Adaptado de (CULLIGAN et al., 2016).
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A metagendmica estrutural é de carater mais descritivo da amostra coletada,
como estrutura da comunidade, a diversidade microbiana e abundancia. Além disso,
0 sequenciamento de metagendmica usando tecnologias NGS (Next-Generation
Sequencing) seguidas de anotacdo, pesquisas de homologia e agrupamento
filogenético possibilitam descobrir genes que sdo mais divergentes e mais
interessantes do que 0s genes consensos com sequéncias conhecidas usadas para
sintetizar sondas ou iniciadores para estudos iniciais focados em genes (SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2003).

A metagendmica funcional envolve o isolamento de DNA de comunidades
microbianas para estudar as funcdes de proteinas codificadas. Neste processo,
fragmentos de DNA, sdo clonados e genes expressos em um hospedeiro substituto,
seguido da triagem de atividades enzimaticas. O uso dessa abordagem baseada na
funcdo permite a descoberta de novas enzimas cujas funcdes néo seriam previstas
com base apenas na sequéncia do DNA. As informacdes de andlises baseadas em
funcdo podem entdo ser usadas para anotar genomas e metagenomas derivados

somente de analises baseadas em sequéncias (LAM et al., 2015).

1.1.1 Bioprospeccéo de cupins para enzimas celulases

Os cupins sdo encontrados em todos os continentes, exceto na Antartida,
sendo mais abundantes nos tropicos e subtrdpicos. Eles sdo pequenos insetos, mas
a combinacdo de sociabilidade com capacidade de digerir eficientemente a
lignocelulose levou-os a um grande sucesso evolutivo (BRUNE, 2014). Os cupins
consomem de 3 a 7 bilhdes de toneladas de materiais lignocelulésicos por ano e,
portanto, representam um dos mais prolificos e eficientes decompositores de
lignocelulose da Terra (Figura 3) (TOKUDA et al., 2014). Embora essa capacidade
de digerir a lignocelulose os torne uma praga notéria de estruturas de madeira, eles
também sdo reconhecidos como eficientes “biorreatores” e uma fonte potencial de
enzimas de processamento de biomassa para a producédo de biocombustiveis e
biomateriais a partir de biomassa vegetal (SCHARF; BOUCIAS, 2010).



17

Intestino anterior Intestino médio Intestino posterior

Flagellates
Exoglucanases
Endoglucanases
B-glucosidases

Host
Endoglucanases
B-glucosidases

glandula salivar

glicose
acidos graxos de
caideia curta
mandibulas

— fezes
| (rica em lignina)

\I
O o8

/)

madeira (lignocelulose)

J

Figura 3. Esquema ilustrativo representando o intestino dos cupins e as enzimas celulases agindo na
lignocelulose. Os cupins sé@o divididos da boca ao &nus em intestino anterior, intestino médio e intestino
posterior. A glicose liberada no intestino médio é absorvida ali mesmo pelo epitélio, enquanto a madeira pré-
digerida segue para o intestino posterior, onde nos cupins inferiores recebera a acdo enzimética de protozoarios
flagelados e nos superiores de bactérias. Adaptado de (BRUNE, 2014).

A digestdo de polissacarideos da parede celular por cupins é um processo
altamente coordenado alcancado pelo hospedeiro dos cupins e seus simbiontes
microbianos residentes no intestino. Nos chamados cupins inferiores que abrigam
protistas flagelados em seus intestinos, a degradacédo da celulose é efetivamente
alcancada com a ajuda de uma variedade de enzimas celuloliticas fornecidas pelos
protistas do intestino posterior, enquanto nos chamados cupins superiores sem
protistas intestinais, diversos simbiontes intestinais procaridéticos bem como o0s
ocasionais fungos ectossimbioticos, realizam um processo celulolitico eficiente
(BRUNE, 2014).

Muitos genes que codificam enzimas que degradam a lignocelulose foram
caracterizados a partir de microrganismos de cupins, contudo a maioria deles foram
isolados de microrganismos de cultura. O perfil de filogenia 16S rRNA de amostras
de intestino de cupins superiores revelou familias altamente diversas de bactérias,
incluindo varias espécies consideradas nao cultivaveis. Com isso, as bactérias ndo

cultivAveis em intestino de cupim tornam-se uma fonte potencial para a descoberta
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de novos genes que codificam enzimas que hidrolisem a lignocelulose (NIMCHUA et
al., 2012).

1.1.2 Cupim Syntermes wheeleri

O Syntermes wheeleri € uma espécie neotropical de cupim que faz parte da
familia dos Termitidae (Syntermitinae), os quais se alimentam de serapilheira (folhas
secas) e se destacam pelo seu tamanho, com o soldado de S. wheeleri medindo
aproximadamente 2 cm, enquanto o soldado da maioria das espécies mede de 0,3 a
1 cm. Os operéarios da espécie sdo divididos em dois instares: o terceiro cujos
operarios possuem cabeca clara e o quarto cujos operarios possuem cabeca escura,
como pode ser visto na Figura 4 (CONSTANTINO, 1995).

Os operarios sao 0s responsaveis pela digestdo e alimentacdo dos outros
componentes da colénia. Os membros do quarto instar forrageiam, principalmente a
noite, coletando folhas mortas que sdo armazenadas dentro do cupinzeiro e servem
para alimentacdo de ambos os instares. O intestino dessa espécie é dividido em
faringe, esofago, papo, moela, meséntero, segmento misto, primeiro proctodeo (P1),
valvula entérica (P2), terceiro proctodeo (P3), cdlon (P4) e reto (P5). No Brasil, a
distribuicdo de S. wheeleri concentra-se no Cerrado (CONSTANTINO, 1995).

Figure 4. Os operérios do cupim neotropical Syntermes wheeleri: (a) soldado e trabalhador de terceiro instar
com cabecga branca, (b) trabalhador de quarto instar de cabeca vermelha, (c) o cupinzeiro e (d) compartimentos
intestinais; papo (CP); intestino médio (M); segmento misto (MS); primeiro segmento proctodeal (P1); valva
entérica (P2); terceiro segmento proctodeal (panca-P3); cdlon (C); reto (R). Barras de escala, 1,0 cmem a, b e c;
e 0,3 cm em d. (SANTANA et al.,, 2015) .
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1.2 Biomassa lignocelulésica — fonte de alimento dos cupins

A biomassa lignoceluldsica (BL) é o composto organico mais abundante na
Terra e representa a maior parte da producdo anual de biomassa renovavel,
chegando a uma producdo mundial de 150 bilhdes de toneladas por ano. Os
carboidratos sdo o componente mais onipresente na BL e, portanto, sdo muitas
vezes a matéria-prima preferida para a economia de base biolégica (TAYLOR et al.,
2006).

As fontes de carboidratos incluem silvicultura convencional, subprodutos do
processamento de madeira (por exemplo, lascas de madeira, serragem, casca e
residuos industriais de celulose e papel, como o licor negro), culturas agricolas e
excedentes (por exemplo, palha de trigo e arroz), as chamadas culturas com
potencial energético (por exemplo, switchgrass, Miscanthus e salgueiro) cultivadas
em solos degradados, e a biomassa aquatica, como algas e macroalgas. A matéria
vegetal lignocelulésica estd disponivel em grandes quantidades e é relativamente
barata, enquanto a biomassa aquética vem apresentando grande potencial para o
futuro (JONG; GOSSELINK, 2014).

Além dos carboidratos que constituem de 60 a 80%, a lignocelulose é
composta de lignina (20 a 25%) e proteinas, estas principalmente em material
vegetal fresco (verde). Os carboidratos presentes na biomassa vegetal séo poli /
oligossacarideos, como celulose, hemiceluloses, e pectinas, 0os quais se encontram
entrelacados juntamente com a lignina, formando a estrutura da lignocelulose
(Figura 5) (JONG; GOSSELINK, 2014).
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Figura 5. Estrutura da parede celular vegetal. A lignocelulose é
composta de carboidratos (celulose, hemicelulose, pectina) e lignina,
formando a parede priméria de vegetais. Figura autoral.
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1.2.1 Celulose

A celulose é o componente estrutural basico das paredes celulares das
plantas e compreende cerca de um tergo de todos os materiais vegetais. A celulose
€ um polissacarideo complexo, consistindo em 3000 ou mais unidades de D-glicose
unidas por ligacfes do tipo p-1,4 (Figura 6). Geralmente esta presente na madeira
em quantidades entre 40 e 50% com base na matéria seca. E é o mais abundante
de todos 0os compostos organicos que ocorrem naturalmente, compreendendo mais
de 50% de todo o carbono na vegetacédo. (SINHA et al., 2011).

HO

OH

HO OH

OH
OH

Figura 6. Estrutura da celulose. A celulose é formada por unidades de D-glicose unidas por
ligagBes do tipo B-1,4. A unidade inicial de D-glicose € composta por um carbono 4 - OH
(extremidade ndo redutora) e a unidade final por um carbono 1 — OH (extremidade redutora)
(KLEMM et al., 2005).

O grande numero de grupos hidroxila na cadeia de celulose forma ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares, resultando na estrutura cristalina da mesma. A
celulose nativa em plantas € um composto formado por trés alomorfos cristalinos:
celulose la, celulose I e celulose para-cristalina; e ainda por duas formas nao
cristalinas: celulose amorfa acessivel e inacessivel em superficies de fibrilas (PU et
al., 2008).

A celulose la, formada por uma unidade celular triclinica (ou seja, todos os
eixos cristalograficos com angulos diferentes de 90°) de cadeia Unica, € a forma
dominante na celulose de bactérias e de algas, enquanto a celulose I3, uma unidade
celular monoclinica (ou seja, dois eixos cristalograficos com
angulos de 90° e um diferente de 90°) de duas cadeias, é a forma dominante em
plantas superiores, como a madeira. A celulose para-cristalina € uma forma menos
ordenada do que a celulose la e a celulose I3, porém mais ordenada do que a
celulose amorfa (PU et al., 2008). As cadeias podem empilhar juntas para formar
microfibrilas maiores, que tornam a celulose altamente insolivel em &agua.

Microfibrilas de celulose também podem se associar com agua e polissacarideos de
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matriz, como os (1,3, 1,4)-B-D-glicanos, heteroxilanos arabinoxilanos e
glicomananos. (SINHA et al., 2011).

1.2.2 Hemiceluloses

A hemicelulose é o segundo biopolimero renovavel mais abundante apds a
celulose em materiais lignoceluldsicos. Representam uma classe heterogénea de
polimeros, em geral, 15 a 35% da biomassa vegetal e que podem conter pentoses
(B-D-xilose e a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-glicose e a-D-galactose) e /
ou acidos urdnicos (a-D-glicurbnico, a-D-4-O-metilgalacturénico e a-D-acido
galacturdnico), como exemplificado na Figura 7. Outros agucares como a-L-ramnose
e a-L-fucose também podem estar presentes em pequenas quantidades e 0s grupos
hidroxila dos acgUcares podem ser parcialmente substituidos por grupos acetila
(PENG et al., 2012).
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Figura 7. llustracdo esquematica dos tipos de hemicelulose encontrados nas paredes
celulasres dos vegetais. A hemicelulose é formada unidades de pentoses, hexoses e/ou acidos
urénicos. Adaptado de (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

Além disso, a maioria dos componentes de acglcares podem participar na
formacao de complexos de lignina-carboidrato (LC) por ligacdes covalentes entre as
mesmas. As ligagbes LC mais frequentemente sugeridas na madeira nativa sdo o
éster benzilico, o éter benzilico e ligacbes glicosidicas (Figura 8) (LAWOKO;

HENRIKSSON; GELLERSTEDT, 2006).
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Figura 8. Tipos propostos de ligagdes covalentes entre lignina e carboidratos. As ligages
podem ser do tipo éster, éter e fenil glicosidica. Adaptado de (LAWOKO; HENRIKSSON;
GELLERSTEDT, 2006)

1.2.3 Lignina

Depois dos carboidratos, o principal componente da biomassa lignocelulésica
€ a lignina. As ligninas sdo importantes componentes estruturais de plantas
superiores e conferem a biomassa lenhosa sua estrutura mecanica e resisténcia ao
estresse ambiental e a degradacdo microbiana. A lignina, cujo nome deriva da
palavra latina para “madeira”, representa 15 a 30% em peso da biomassa lenhosa e
também esté disponivel em residuos agricolas como palha, grama e bagaco (JONG;
GOSSELINK, 2014).

As ligninas sdo construidas em plantas a partir de trés monolignois basicos
via reacbes de acoplamento fendlico oxidativo para gerar o polimero de lignina
(RALPH et al.,, 2007). A heterogeneidade dos polimeros de lignina existe na
composicdo molecular e nos tipos de ligacdo entre os monémeros de fenilpropano,
unidades p-hidroxifenil, guaiacil e siringil. Estes sdo derivados dos 4alcoois
monolignadis sinaptil, coniferil, e coumaril, respectivamente (Figura 9). A composicao
da lignina é diferente ndo apenas entre espécies, mas também entre diferentes
tecidos de uma planta individual (JONG; GOSSELINK, 2014).

A) , b B)
r‘ix'\s'slf N
MeQ O oHOMe
HO~ P
o0 0 OMe
MeG OH A,
-OH /%
HO, OMe /
P - MeO~
7\ }\jﬁ 1 o OMe _OH _OH /rOH
- 0 = Z # =
MeO OH O { o) \\'O'A x \l
B-p = HO_ e | 5 |
H ~
N ] — - 7 7 "OMe MeO’E"OMe
\Oxf\ ) OH OH OH
%.0 OMe alcool cumarilico  alcool coniferilico lcool sinapilico

Figura 9. Estrurura da Lignina. (A) Possivel estrutura da lignina com varias ligacdes; (B) trés
estruturas primarias de alcool na lignina. Adaptado de (DAI; PATTI; SAITO, 2016).



23

1.3 Enzimas capazes de degradar carboidratos (CAZymes)

Apesar da composi¢cdo quimica similar, os carboidratos podem formar um
grande numero de combinac¢Bes por meio da variedade estereoquimica dos grupos
hidroxila que carregam, por meio das diferentes possibilidades de montar
monossacarideos entre si e por meio da riqueza de substituintes nao-carboidratos
que podem compor o0s oligo e polissacarideos resultantes. Os carboidratos
complexos sdo amplamente distribuidos na natureza, quando desempenham uma
infinidade de funcdes bioldgicas, desde reserva de carbono até a composicdo de
moléculas estruturais, ou como mediadores do reconhecimento intra e intercelular

dentro de um organismo ou entre organismos (HUANG et al., 2018).

A diversidade de carboidratos complexos é controlada por um conjunto de
enzimas envolvidas na sua montagem (Glicosil transferases - GTs), na quebra
(glicosil hidrolases - GHSs, polissacarideos liases — PLs e carboidratos esterases -
CEs), e também fazem parte as enzimas para as atividades auxiliares - AAs e para
reconhecimento de carboidratos (médulo de ligacdo a carboidratos — CBM),
coletivamente designadas por enzimas Carboidrato-Ativas (CAZymes). As CAZymes
vem sendo classificadas em familias baseado em sequéncias por mais de 22 anos e

essa classificacdo se tornou o padréo de analise (HUANG et al., 2018).

1.3.1 Classificacao das celulases como Glicosil hidrolases (GHs)

As celulases pertencem a um grupo amplo de enzimas chamadas
glicosil hidrolases, que hidrolisam a ligacdo glicosidica entre dois ou mais
carboidratos ou entre uma porcdo carboidrato e ndo-carboidrato. A classificacédo
atual das glicosil hidrolases €é baseada na similaridade de aminoé&cidos
(HENRISSAT; BAIROCH, 1996). Uma versdo atualizada desta classificacdo é
mantida no servidor do CAZy (http://www.cazy.org), que é um banco de dados com

informacgdes sobre enzimas que atuam em carboidratos (CANTAREL et al., 2009).

Atualmente, as GHs estdo agrupadas em 153 familias, das quais 19 familias
1, 2,3,5,6,9, 10, 12, 26, 30, 39, 44, 45, 48, 51, 74, 116, 124 e nao classificadas)
contém celulases (http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html). Este esquema
de classificacdo reflete as caracteristicas estruturais da enzima e €, portanto, mais

informativo do que a especificidade do substrato isoladamente, uma vez que a gama
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completa de substratos para enzimas individuais é somente algumas vezes
determinada (GUPTA, 2016).

1.3.2 Enzimas celulases

As celulases sdo enzimas capazes de degradar a celulose pela hidrélise de
ligagbes B-1-4 glicosidicas do polimero de celulose. A hidrolise completa da celulose
em glicose requer a acéo sinérgica de pelo menos trés enzimas, as endoglucanases
(B-1,4-endoglucanase, EC 3.2.1.4), que preferencialmente atuam em regibes
amorfas e clivam aleatoriamente as ligacdes internas da cadeia de glicano,
proporcionando assim extremidades redutoras ou nao redutoras de oligossacarideos
celulares para a acdo das celobiohidrolases (exoglucanase, B-1,4-celobiohidrolase,
EC 3.2.1.91). Estas hidrolisam as extremidades da cadeia de glicano, produzindo
celobiose como o produto principal. Por fim, as p-glicosidases (celobiase, EC
3.2.1.21) hidrolisam a celobiose (duas moléculas de glicose) em glicose e também
liberam glicose das extremidades ndo redutoras de celo-oligossacarideos sollveis
(Figura 10) (BEHERA et al., 2016).

A hidrolise eficiente e extensiva da celulose requer a cooperacdo ou
interacdes sinérgicas de sistemas enzimaticos de degradacdo de celulose. Segundo
Coughlan et al. (1993), a sinergia é observada quando a quantidade de produtos
formados por duas ou mais enzimas agindo juntas excede a soma aritmética dos
produtos formados pela acdo de cada enzima individual. Basicamente, a completa
clivagem da celulose requer a agdo conjunta entre celobiohidrolases (atuando nas
extremidades redutora e n&o-redutora); entre endo e exoglucanases; entre
endoglucanases; e entre as trés (DYK; PLETSCHKE, 2012).
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Figura 10. Esquema ilustrativo da atuacdo das enzimas celulases. Representacdo das enzimas
celuloliticas endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidases hidrolisando a celulose amorfa e
cristalina. Figura autoral.
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1.4 B-glicosidases

As B-Glicosidases clivam ligagbes [B-D-glicosidicas de uma variedade de
compostos que liberam glicose como o produto final. Assim, diferindo muito em sua
especificidade de substrato particularmente no que diz respeito a porcdo aglicona,
tornando a sua classificagdo um desafio (BHATIA et al.,, 2002). Os dois métodos
amplamente aceitos para sua classificacdo sdo: 1) classificacdo baseada na
especificidade do substrato e 2) classificacdo baseada na identidade das sequéncias

nucleotidicas e na analise de agrupamento hidrofébico (KRISCH et al., 2010.)

Com base na especificidade de substratos, as -glicosidases sao
categorizadas em trés classes: 1) aril-B-glicosidases hidrolisando somente ligacao
aril-B-glicosidicas, 2) celobiose hidrolisando apenas celobiose e 3) B-glicosidase de
ampla especificidade de substratos, hidrolisando ampla gama de substratos com
diferentes ligagbes como B (1 - 4),p (1 —-3),p (1 —6),a(1 —4),a(1—3),ea (1
— 6) ligagédo. A maioria das B-glicosidases microbianas relatadas apresentam uma

ampla especificidade de substrato (RANI et al., 2013).

Com base na identidade de sequéncia e na analise de agrupamento
hidrofobico, as B-glicosidases sdo colocadas na familia 1 das Glicosil Hidrolases
(GHs) e na familia 3 como depositado na base de dados de enzimas ativas por
Carboidrato “CaZy” As B-Glicosidases pertencentes a familia GH 1 séo relatadas a
partir de arqueobactérias, plantas e animais, enquanto as [-glicosidases
pertencentes a familia GH 3 sado de bactérias, fungos e leveduras, embora B-
glicosidase também possam ser encontrada na familia 5, 9, 30 e 116 (AHMED et al.,
2017).

1.4.1 Aplicagdes das B-glicosidases

As B-glicosidases (BGL) tém atraido atencdo consideravel nos ultimos anos
devido a seus papéis importantes em varios processos biotecnolégicos, como a
hidrélise de isoflavonodides glicosideos, a producéo de etanol combustivel a partir de
residuos agricolas, a liberagdo de compostos aromaticos de precursores insipidos,
etc. As BGL sdo amplamente distribuidas no ecossistema e elas desempenham
papéis fundamentais em varios processos biologicos. Os papéis fisioldgicos

associados a essa enzima séo diversos e dependem da localizacdo da enzima e do
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sistema biologico em que ela ocorre. Nos microrganismos celuloliticos, a beta-
glicosidase esta envolvida na indugcdo da celulase (devido as suas atividades de

transglicosilacéo) e na hidrdlise da celulose (BHATIA et al., 2002).

A hidrélise de glicosideos de isoflavonas de soja € uma importante aplicacao
da BGL nas industrias. As isoflavonas sdo conhecidas por prevenir certos tipos de
cancer, reduz os riscos de doencas cardiovasculares e melhorar a saude do 0sso,
mas foi revelado que os efeitos bioldgicos sao devidos principalmente a forma
aglicona de isoflavona em vez da sua forma glicosilada, porque o intestino absorve
formas aglicona mais rapido (IZUMI et al., 2000). Devido aos seus amplos e variados
papéis na natureza, essas enzimas versateis podem ser Uteis em varias reacoes

sintéticas, conforme revisado por (RANI et al., 2013).
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2.0 JUSTIFICATIVA

A celulose é o biopolimero organico mais abundante na biosfera e o principal
constituinte de material lignocelulésico, perfazendo 35 a 50% da biomassa vegetal.
A hemicelulose e a lignina sdo os outros dois constituintes que compdem 20-35% e
10-15%, respectivamente. Esta biomassa é conhecida por ser renovavel com uma
producdo anual de aproximadamente 1x10'° toneladas, e ser fonte de energia
sustentavel e barata (AMEDH et al., 2017).

As celulases sdo as enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose,
sendo divididas em [-1,4-endoglucanase, exoglucanase e [(-glicosidases, as quais
atuam em sinergismo. Essas enzimas tém sido utilizadas mundialmente nas
industrias para as mais diversas aplicacfes, como industria de algoddo e papel,
detergentes, extracdo de sucos, aditivos para racao animal, extracdo de compostos
guimicos como flavonoides, producdo de etanol de segunda geracdo entre outras,

garantindo um grande mercado financeiro para essas enzimas (GUPTA, 2016).

Além disso, a ocorréncia de grande quantidade de material celulésico que é
produzido todos 0s anos, a procura por novas enzimas celulases que possam
apresentar caracteristicas novas, como termoestabilidade e pH extremos, por
exemplo, torna-se de grande interesse na pesquisa. Para isso, neste trabalho nos
utilizamos o metagenoma da microbiota intestinal de cupim, mais especificamente
de Syntermes wheeleri, para a bioprospeccdo de enzimas celulases, uma vez que
0S cupins sdo um dos maiores responsaveis mundialmente por fazerem a
degradacdo da biomassa lignocelulésica (TOKUDA, 2014). O isolamento e
caracterizacao bioquimica e biofisica dessas enzimas e a comparacao com outras ja
caracterizadas, sdo 0s objetivos deste trabalho, além de verificar possibilidade de

aplicacoes biotecnolbgicas destas enzimas.
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3.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar, isolar e caracterizar uma enzima celulolitica bacteriana a partir do

metagenoma de intestino de Syntermes wheeleri.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)
f)

g)
h)

)

Selecionar as sequéncias de enzimas celulases (B-1,4-endoglucanase,
exoglucanase e B-glicosidases) do metagenoma de Syntermes wheeleri;
Fazer andlises de bioinformatica com essas sequéncias e selecionar uma [3-
1,4-endoglucanase, exoglucanase e p-glicosidases para sintese em
plasmideo de expressdo pET24a (+);

Expressar os genes dessas enzimas em Escherichia coli (DE3) utilizando
IPTG;

Selecionar a enzima que apresentar melhor producéo;

Purificar a enzima selecionada;

Caracterizar a enzima quanto ao pH e temperatura 6timos;

Caracterizar a enzima quanto a cinética enzimatica;

Analisar o efeito da temperatura e pHs na estrutura secundaria da enzima,
por Dicroismo Circular (CD);

Analisar a termoestabilidade da enzima em diferentes pHs por Dicroismo
Circular (CD);

Anotar dominios e sitios cataliticos conservados da enzima.
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Selecdo de enzimas celulases a partir de sequéncias metagendmicas de

Intestino de Syntermes wheeleri

A selecao de sequéncias metagendmicas com fungédo de enzimas celulases
foi a etapa inicial para a elaboragcdo do projeto. A extracdo do metagenoma da
microbiota do intestino de cupim foi obtida a partir de um trabalho anterior
(SANTANA, 2015), quando o DNA total do intestino de Syntermes wheeleri foi
extraido e sequenciado. Esses dados gerados foram tratados em uma plataforma,
denominada de ggKbase (https://ggkbase.berkeley.edu/), pertencente a

Universidade de Berkeley nos Estados Unidos.

Nesse programa foram desenvolvidas montagens de genomas a partir das
sequéncias de metagenoma, foram anotados dados de taxonomia e foram feitas
identificacdo de funcéo génica, por exemplo. A selecdo das sequéncias de interesse,
ou seja, aquelas capazes de produzir enzimas celulases, foi conduzida utilizando o
namero EC de cada enzima: B-1,4-endoglucanase (EC 3.2.1.4), exoglucanase (EC
3.2.1.91) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21), sendo todas as sequéncias selecionadas
para o0 organismo bactéria. Essas foram extraidas no modelo de arquivo FASTA
protein e entdo transferidas para uma plataforma de analises de bioinformatica,
GENEIOUS (https://www.geneious.com/).

4.2 Alinhamentos, anotacéo de familias e construcao de arvores filogenéticas

As sequéncias de proteinas importadas para o GENEIOUS foram agrupas em
pastas distintas e nomeadas conforme o nome referente a cada enzima. ApGs isso,
essas sequéncias foram submetidas a um alinhamento mditiplo utilizando o MAFFT

alignment.

A partir dos resultados obtidos foram realizadas edi¢cdes para eliminar
algumas sequéncias, como aquelas que possuiam menos de 200 aminoacidos (aa),
nao apresentavam codons de iniciagcdo e terminacdo e ainda foram eliminadas
aquelas que prejudicavam a cobertura do alinhamento, apresentando, por exemplo,

muitos gaps. A cada delecdo de sequéncias estas foram submetidas a um novo
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alinhamento, de forma a sempre obter um novo perfil para comparacfes e analises

de qualidade.

Posteriormente, cada grupo de sequéncias proteicas foi submetido a uma
andlise no BLAST protein-protein NCBI pelo proprio GENEIOUS a fim de identificar
as familias. Apds isso, conhecendo as familias foi feita uma pesquisa por
sequéncias em bancos curados como o CAZy e o UniProt e também em artigos
cientificos com o propésito de alinha-las com as sequéncias metagenémicas. Esse
alinhamento foi realizado utilizando o MAAFT alignment e, por conseguinte as

arvores filogenéticas utilizando o FastTree, também no GENIOUS.

4.3 Selecao de sequéncias a serem sintetizadas

A selecdo das sequéncias a serem sintetizadas foi realizada por meio da
construcdo de tabelas referentes a cada enzima, as quais possuem informacoes
como, familias, filos, organismos, identidade, integridade do genoma e
metatranscriptoma. A partir desse quadro foram selecionadas trés sequéncias, uma
endoglucanase, uma exoglucanase e uma p-glicosidase. Os resultados de
metatranscriptoma foram os fatores determinantes na escolha final das sequéncias
enviadas a empresa GenOne Solucdes em Biotecnologia para serem sintetizadas

(http://www.genone.com.br/)..

A empresa fez a otimizacdo de codons para expressdo em Escherichia coli e
também a remocdo de sitios de restricdo indesejados no meio da sequéncia. Os
genes foram sintetizados em plasmideos pET24a (+) e liofilizados para entrega.

4.4 Transformacfes de cepas Escherichia coli EPI300 e BL21(DE3) e extracao
de DNA plasmidial

A transformacao das cepas bacterianas EPI300, utilizada para estocagem de
DNA plasmidial, e BL21 (DES3), utilizada para producdo de proteinas, com o
plasmideo pET24a (+) foi realizado pela técnica de eletroporacdo segundo Protocolo
Operacional Padréo estabelecido pela EMBRAPA Agroenergia (ver anexos a e b).
Como as cepas transformadas adquirem resisténcia ao antibidtico Kanamicina, as

colbnias foram selecionadas em meio soélido Luria-Bertani (LB Broth, L3022, Sigma-
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Aldrich) contendo antibiético Kanamicina 100 pg/mL (Kanamycin sulfate, 60615,
Sigma-Aldrich).

Depois da transformacéo, trés cepas de E.coli EPI300 e BL21(DE3) foram
selecionadas e o DNA plasmidial foi extraido a fim de se confirmar a insercdo do
vetor pET24a (+). Para essa metodologia foi utilizado um kit comercial de extracéo
plasmidial (QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN). Ap6s o procedimento, os DNAs
plasmidiais foram postos em corrida eletroforética (PowerPac™ Basic Power Supply,
BIO-RAD) junto com um marcador de massa molecular (1 Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen) utilizando gel de agarose 1% (Agarose, A9539, Sigma-Aldrich) e entéo foi
corado com brometo de etidio (Ethidium bromide, E8751, Sigma-Aldrich). O DNA
plasmidial foi revelado em um transiluminador de luz UV (InGenius3, Syngene).

4.5 Inducéo por IPTG para verificacdo de sintese proteica

A fim de verificar a producdo de proteinas pelas cepas BL21(DE3)
transformadas com os plasmideos, estas foram submetidas & indug&o por 1 mM de
IPTG -Isopropyl [B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 16758, Sigma-Aldrich). Na
elaboracdo desse experimento foram preparados trés pré-indculos, um para cada
enzima, os quais continham: 5 mL de meio liquido LB com Canamicina 100 pg/mL +
colénias das cepas transformadas. Os pré-indculos foram mantidos sob agitacdo de
200 rpm, overnight (durante a noite) a 37°C. Na etapa posterior foram preparados os
in6culos para realizar a inducdo com IPTG, os quais apresentavam: 5 mL de meio
liquido LB com Canamicina 100 pg/mL + 250 pyL de pré-indculo. Foram colocados
sob agitacao de 200 rpm, 37°C até que se atingisse uma ODggo entre 0.6 e 0.8.

Quando a ODggo foi atingida, aliquotas de 100 pL de cada um dos trés
in6culos foram coletadas e armazenadas em tubos eppendorfs na geladeira 4°C,
para posterior analise em gel SDS-PAGE. Os outros 4900 pL foram induzidos com
IPTG 1 mM por 3 h a 37°C. Aliguotas de 100 pL também foram retiradas para
analise em gel SDS-PAGE. As amostras aliquotadas foram centrifugadas a 10.000 x
g por 5 min. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets ressuspendidos em

20 pL de tampéao de amostra 2X (ver anexo c) e fervidos a 95°C por 5 min.

O gel de SDS-PAGE foi feito sob as concentragbes de 12% para o gel
separador e 5% para o gel concentrador (ver anexo d) (LAEMMLI, 1970). A
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aplicacao foi utilizada com o marcador de massa molecular de proteina (Thermo
Scientific™ 26610; 14.4 a 116 kDa) e pelas trés proteinas produzidas, alternando as
variaveis inoculo e induzido para ambas. Esse primeiro teste de inducédo foi feito
para verificar se as proteinas estavam sendo produzidas. A proteina que apresentou
a melhor producdo, ou seja, uma banda maior no gel, foi objeto de estudo do
presente trabalho.

4.6 Producao, purificagao e caracterizagao da B-glicosidase 72-26 em sistema
de expressao heteréloga Escherichia coli BL21 (DE3)

4.6.1 Producgao da B-glicosidase 72-26 (B-G 72-26) e teste de solubilidade

A producdo da B-G 72-26 foi realizada semelhantemente a sua producao
anterior, descrita no item 4.5, alterando apenas o volume de meio LB que foi
utilizado na inducéo passando de 5 mL para 25 mL e a quantidade de pré-inoculo
aplicada que foi de 1,25 mL. Para a realizacao do teste de solubilidade, etapa que
antecede os processos de purificacdo, foram coletados inicialmente 1 mL de pré-
in6culo e 1 mL da inducéo, e entdo estocados em geladeira a 4°C.

ApoOs a inducgéo, 24 mL de cultivo foram centrifugados por 30 min, 12000 rpm
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi ressuspendido em 3,5
mL de Tampao A (Tris-HCI 30 mM e NaCl 300 mM). Em seguida, foi sonicado
utilizando o sonicador Branson Ultrasonics™ Sonifier S-250A sobre 0s seguintes
parametros: 15 min, duty cycle (30%) e output control (4). O lisado foi centrifugado
por 30 min, 12000 rpm a 4°C e, o pellet foi ressuspendido em 3,5 mL de Tampao A,

sendo 1 mL desse e do sobrenadante estocados a 4°C.

4.6.2 Analise da expressao e solubilidade por SDS-PAGE

A partir das amostras estocadas em geladeira a 4°C, conforme mostrado no
item 4.6.1, foram coletados 10 pL. Estes volumes foram misturados cada um com 10
uL de Tampéao de amostra 2X (ver anexo c) e fervidos a 95°C por 5 min e, ap0s isso,
foram aplicados em gel SDS-PAGE (ver anexo d). A corrida eletroforética foi
realizada com Tampao de corrida (ver anexo e) em uma cuba de eletroforese (Mini-
PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell, BIO-RAD) sob uma corrente de 20
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mA. Depois da corrida o gel foi corado com uma Solu¢cdo de Coomassie R-250 (ver
anexo f) por 1 h e descorado com uma Solugéo descorante (ver anexo g) por 3 h,

trocando esta a cada 1 h.

4.6.3 Otimizagao da producgao da B-G 72-26

Posteriormente ao teste de solubilidade realizado com a temperatura a 37°C e
uma concentracao de IPTG de 1 mM, foi realizado uma nova producao da B-G 72-26
em uma temperatura de 28°C e uma concentragao de IPTG de 0,1 mM, a fim de se
aumentar a concentracdo de proteinas soluveis produzidas. Em seguida, essa

otimizacao foi visualizada em gel de SDS-PAGE como exemplificado no item 4.6.2.

4.6.4 Purificagao da B-G 72-26 por Cromatografia de afinidade (HisTag)

A primeira técnica de purificacdo aplicada foi por cromatografia de afinidade,
mais especificamente por calda de histidina (HisTag). As enzimas para essa etapa
foram produzidas sobre temperatura de 28°C e IPTG 0,1 mM, em um volume de 500
mL de meio LB. O pellet resultante dessa inducao foi ressuspendido em 40 mL de
Tampé&o A (Tris-HCI 30mM e NaCl 300mM, pH 8,0) e sonicado sobre as mesmas
configuracbes, comentada no item 4.6.1. Apés centrifugacdo do lisado obtido da
sonicacao, o sobrenadante e o pellet foram estocados em geladeira 4°C.

A partir desse sobrenadante foram realizados os processos de purificacédo por
afinidade, utilizando a coluna HisTrap™ HP 1mL em um AKTA purifier. A coluna foi
previamente equilibrada com Tampao A antes de se aplicar o sobrenadante, e este
foi injetado em um fluxo de 1 mL/min. Apés isso, a proteina foi eluida em Steps, ou
seja, em diferentes concentracdes (2%-10 mM, 10%-50 mM, 20%-100 mM, 50%-250
mM e 100% - 500 mM) de Tampéo B (Tris-HCI 30 mM, NaCl 300 mM e Imidazol 500
mM, pH 8,0). As fra¢cGes foram coletadas e analisadas por gel de SDS-PAGE, com o
marcador molecular BLUeye Prestained Protein Ladder.
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4.6.5 Purificagao da B-G 72-26 por Cromatografia de afinidade (HisTag) em
condi¢cdes desnaturantes

A purificagdo por Cromatografia de afinidade (HisTag) da enzima também foi
realizada a partir do sedimento, este estocado conforme item 4.6.4. O sedimento foi
ressuspendido em 40 mL de Tampéao C (Tris-HCI 30 mM, NaCl 300 mM e Ureia 1 M,
pH 8) e deixado toda a noite sob agitagcdo de 100 rpm e 25°C. Em seguida, o
conteudo foi centrifugado por 30 min, 12000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi colhido e
20 mL foram concentrados em Amicon™ para 15 mL. Para eliminar a presenca de
ureia, foi realizada uma etapa de exclusdo molecular com uma coluna de desalting
(HiTrap GE Desalting) previamente equilibrada com Tampéo A. As amostras foram
injetadas em volumes de 1 mL, eluidas com Tampédo A, e as fracbes coletadas
analisadas por SDS-PAGE 12%.

Apés a deteccao das fracBes que apresentavam a proteina, foi realizado o
ensaio enzimatico, adicionando-se 25 uL de 4 mM p-Nitrophenyl B-D-galactopyran-
oside -pNPG (Sigma-Aldrich); 25 uL de 100 mM acetato de sédio pH 5,0 + 25 pL da
enzima B-G 72-26 (WOOD e BHAT, 1988). O branco foi 0 mesmo sem a adicao de
enzimas. Este ensaio foi realizado em placa de 96 pocos em um SpectraMax® M3,
com as configuracdes de temperatura a 45 °C e tempo de 30 min. Apos o fim da
reacdo foi adicionado 150 pL de 1M carbonato de sédio a fim de parar a reagéo, e a

absorbéancia foi medida a 405 nm.

4.6.6 Purificacao da B-G 72-26 por Cromatografia de exclusdo molecular em
condi¢cdes desnaturantes

Para a purificacdo por Cromatografia de exclusdo molecular foi utilizado o
mesmo sobrenadante do topico 4.6.5, e nessa etapa a Ureia foi retirada por técnica
de desalting (HiTrap GE Desalting) e concentrado em Amicon™ antes de ser
aplicada na coluna (Superdex S200, GE). Em seguida, foram injetados 2 mL, com
um fluxo de 1,6 mL/min na coluna pré-equilibrada com Tamp&o A. A proteina foi
coletada a partir de um volume de coluna esperado (~72 mL), uma vez que a
calibracéo da coluna Superdex S200 ja havia sido realizada com outras proteinas de
tamanho conhecido. Os picos de proteina foram coletados e analisados em gel de

SDS-PAGE e, além disso, as fracbes do pico da proteina B-G 72-26 foram
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analisados separadamente e corados com nitrato de prata (OAKLEY et al.,1980)
para uma andlise mais precisa da purificagdo. Juntamente a isso, foi feito um teste
de atividade para cada uma das fracdes deste pico. Os gréaficos foram construidos

no OrigenPro 8.

4.7 Caracterizacdo fisico-quimica da -G 72-26
4.7.1 Determinacao do Coeficiente de extingdo molar

O coeficiente de extincdo molar (ou absortividade molar) experimental da
proteina B-G 72-26 (¢°*°"ngmL) foi determinado observando-se a absorbancia a 280
nm em relacdo a concentracdo da proteina (mg/mL) determinada pelo método de
Lowry (LOWRY, 1951). O método Lowry foi calibrado usando a proteina Albumina
de Soro Bovino (ASB) de concentracdo conhecida. Esta proteina foi preparada em
cinco concentracdes diferentes em um volume de 120 uL: 0,06; 0,125; 0,25; 0,5e 1
mg/mL.

Em triplicata, foi misturado os 120 uL da amostra de proteina com 80 uL de
1M NaOH, 800 pL do Reativo A (ver anexo h), 100 uL da Solucao de Folin-Ciocalteu
(ver anexo h), homogeneizadas com voértex, incubadas de 20-30 min a temperatura
ambiente (no escuro) e foram realizadas as leituras da absorbancia a 650 nm. A
partir do gréfico linear das absorbancias a 280 nm medidas nas solugfes da proteina
B-G 72-26 e suas respectivas concentracdes proteicas determinadas pelo método de

Lowry, a inclinacdo angular foi obtida como medida do coeficiente de extingéo.

4.8 Caracterizacdo enzimética da B-G 72-26
4.8.1 Curva padrao de p-Nitrophenyl (pNP)

A construcdo da curva padréao de pNP, utilizada para os célculos de atividade
enzimatica, foi construida utilizando-se seis concentracdes diferentes desse produto
a um volume de 75 L, sendo elas 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1,0; e 1,5 mM obtidas por
diluicdo em agua bidestilada (MilliQ®). As solugdes foram aquecidas a 45°C por 30
min no espectrofotbmetro de placa SpectraMax M3 e, em seguida, foi adicionado

150 pL de carbonato de sodio 1M. As amostras foram lidas no espectrofotbmetro de
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placa SpectraMax M3 a 405 nm e os valores foram exportados e analisados no
OrigenPro 8.

4.8.2 Efeito da concentragao da enzima B-G 72-26 na reacdo enzimatica

A determinacéo do efeito da concentracdo de enzima B-G 72-26 na reagéo
enzimatica de hidrolise do pNPG foi realizado em placas de 96 pocos, em triplicata.
As concentracfes analisadas foram de 200; 150; 100; 75; 50 e 31 nM. A reacéao
enzimatica foi realizada como ja mostrado no topico 4.6.5, contudo, os volumes de
enzima e tampéao foram alternando de forma a obter as concentragbes desejadas em

50 pL da mistura, e 25 pL fixo de substrato.

O ensaio enzimético descontinuo foi realizado com 12 medicbes de
absorbéancia, sendo que o tempo Os e os intervalos aproximados das 8 leituras
seguintes foram feitos a cada 40 s, e as Ultimas 3 leituras nos tempos de 7 min, 15
min e 30 min. A reacao foi interrompida nesses tempos com a adi¢éo de solucéo de
parada carbonato de sodio 1 M, de forma a obter-se a velocidade inicial (Vo) das
reacoes. Posteriormente, os dados foram exportados para o OrigenPro 8 e
analisados e interpretados por gréficos.

4.8.3 Efeito do potencial hidrogenidnico (pH) na atividade da enzima -G 72-26

O experimento de influéncia do pH na atividade enzimética da B-G 72-26 foi
realizado em placas de 96 pocos, utilizando diferentes pHs nas reacdes enzimaticas.
Foram preparados tampdes, com concentragdo de 100 mM, nos valores de 3,4 e 5
(Tampao acido citrico/citrato de sédio), 6 e 7 (Tampao fosfato de s6dio monobasico/
fosfato de sodio dibasico), 8 e 9 (Tampao Tris base/acido cloridrico), 10 (Tampéo
glicina/hidroxido de sédio), 11 (Tampé&o bicarbonato de sdodio/ hidroxido de sédio) e
12 (Tampéo cloreto de sédio/ hidroxido de sodio). As reacdes enzimaticas foram
realizadas com a concentragdo de enzima selecionadas no topico 4.8.2, e foram
realizadas leituras no espectrofotdbmetro de placa SpectraMax M3, em intervalos
similares os descritos no topico 4.8.2, de forma a obter a velocidade inicial da

reacdo. Os dados foram analisados no OrigenPro 8.
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4.8.4 Efeito da temperatura na atividade da enzima B-G 72-26

O experimento de influéncia da temperatura na atividade enzimatica da B-G
72-26 foi realizado em tubos eppendorfs de 200 pL em termociclador (T100 thermal
cycler, BIO-RAD) com temperaturas de 20°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 60°C,
70°C, 80°C e 90°C, e tempo de 30 min. Os ensaios foram realizados com tampéao a
pH o6timo da enzima determinados acordo com topico 4.8.3. Nesse experimento
além do branco, controle negativo (c-), foi feito o controle positivo (c+), que constitui-
se do produto pNP ao invés do substrato pNPG. Os valores do c+ foram tidos como
sendo 100%, e dessa forma o gréfico foi construido em fungéo da atividade relativa.
Para as leituras utilizou-se um espectrofotdmetro de placa SpectraMax M3.

4.8.5 Determinacdo dos parametros cinéticos da B-G 72-26 a partir da curva de

Michaelis-Menten

A determinacdo dos parametros cinéticos, Kn Vmax, Keat € Kea Km da enzima
B-G 72-26 foram obtidos por meio da curva Michaelis-Menten, a qual foi construida
nas concentracdes de substrato pNPG de 100; 200; 300; 400; 600; 800; 1000; 1200
e 1400 uM e mantendo a concentracdo de enzima fixa determinada no tépico 4.8.2.
Nesse experimento os ensaios foram realizados com uso de pH e temperatura
otimos. As leituras de atividade foram feitas por ensaio enzimético descontinuo a

405 nm, e os dados foram analisados no OrigenPro 8.

4.9 Caracterizacao biofisica da B-G 72-26

4.9.1 Anédlise de estrutura secundéria e estabilidade estrutural por Dicroismo
Circular da B-G 72-26

O perfil da estrutura secundaria da proteina -G 72-26 foi caracterizado
por Dicroismo Circular (DC) utilizando-se um espectropolarimetro Jasco J-815
(Jasco Corporagdo, Toéquio, Japao) equipado com um sistema de controle de
temperatura Peltier (Instrumentos analiticos, Japao). Os espectros dicroicos foram
obtidos em cubeta de quartzo de 0,1 cm a 25°C. Os ensaios de dependéncia de pH
foram realizados com a concentracdo da proteina em 0,066 mg/ml. Os tampdes
utilizados nos ensaios foram acetato de sodio 5 mM, pH 4,0; Tris-HCI 5 mM, pH 7,0
e pH 8,5 e tampéo glicina/hidroxido de sodio 5 mM, pH 10,0. Cinco espectros
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dicroicos foram obtidos em comprimentos de onda distantes da luz UV (190- 260
nm) com intervalos de 0,2 nm, e uma taxa de escaneamento de 100 nm/min, tempo
de resposta de 4 segundos e largura da banda de 1.0, e a média corrigida com

subtracao da contribuicdo dos tampdes.

As elipticidades (mdg) obtidas foram convertidas em elipticidade molar ([6])
(grau.cm®.dmol™®) baseado na massa calculada por residuo de 115 Da (PACE et al.,
1989). A dependéncia do pH na estrutura secundaria foi estimada a partir dos
espectros ajustados utilizando o programa CD Spectra Deconvolution Vs 2.1 CDNN
(BOHM, 1997).

As curvas de termoestabilidade foram obtidas para os pHs 4,0; 7,0 e 10,0 em
208 nm; com a temperatura variando de 25 a 95°C, a cada 0.2°C/min. Em paralelo
foram registrados espectros dicroicos na regido distante do UV (190-260 nm), com
intervalos de 10°C. As curvas de desnaturacdo térmica foram obtidas considerando

os valores de elipticidade molar ([6]) versus temperatura (PACE et al., 1989).

4.9.2 Alinhamento da B-G 72-26 com sequéncias estruturadas e analise de
dominios

A procura por sequéncias homoélogas a B-G 72-26 foi realizada utilizando o
BLASTp contra o banco de dados de sequéncias ndo-redundantes e do PDB como
opcao (ALTSCHUL et al.,, 1997; BERMAN et al., 2000). Em seguida, foi feito o
alinhamento por meio do software T-COFFEE Multiple Sequence Alignment Server,
e visualizado com o software ESPrint 3.0, o qual permite ver o alinhamento junto
com a representacdo da estrutura secundaria. Nestes foram anotados os sitios
ativos e os dominios da sequéncia (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000;
NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000).
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5.0 RESULTADOS

5.1 Selecdao de enzimas celulases a partir de sequéncias metagendémicas de

Intestino de Syntermes wheeleri

As sequéncias metagenbmicas com funcdo de celulases importadas do
ggKbase para o Geneious somaram um total de 378 sequéncias, sendo 150 B-1,4-
endoglucanases, 6 exoglucanases e 222 B-glicosidases. Apos as edi¢cdes aplicadas
nas sequéncias, como explicado no tépico 4.2, as sequéncias resultaram em um
total de 104, sendo 47 B-1,4-endoglucanases, 4 exoglucanases e 51 (3-glicosidases
(Figura 11).

A B
Quantidade de sequéncias celulases de Syntermes Quantidade de sequéncias celulases de Syntermes
wheeleri importadas do ggKbase wheeleri apés edigdao no Geneious
250 60
8 50
8 200 °
% £
g 150 @
o 3 30
S 100 8
3 5 2
2 z
€ 50 S 10
-] (]
<] — 1
0 - 0 .
B-1,4-endoglucanase exoglucanase Bglucosidase B-1,4-endoglucanase exoglucanase B-glucosidase
=] 150 6 222 (o 47 4 51

Figura 11. Quantidade de sequéncias celulases antes e depois das edi¢cdes. (A) Quantidade total
importada do ggKbase; (B) Quantidade apds edi¢cdes no Geneious.

As sequéncias finais foram agrupadas dentro das familias das GHs, com as -
1,4-endoglucanases classificadas dentro das GH5 e GH9, as exoglucanases dentro
das GH9 e as B-glicosidases dentro das GH3 (Tabela 1). Foram encontradas outras
anotacdes entre as sequencias finais, como M42 Peptidase e Camada S, contudo,
somente as GHs foram selecionadas para estudo. As arvores filogenéticas de cada

familia GH estédo apresentadas nos apéndices a, b e c.

Tabela 1. Familias GH anotadas para as trés enzimas celulases.

Enzimas Familias GHs
B-1,4-endoglucanases GH5 e GH9
exoglucanases GH9

B-glicosidases GH3
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As sequéncias de cada enzima celulase foram organizadas em tabelas (ver
apéndice f, g e h), e os resultados de metatranscriptoma foram o principal fator
analisado para a escolha das sequéncias a serem sintetizadas, sendo aquelas de
maior valor os de maior interesse. As sequéncias escolhidas estdo listadas na
Tabela 2. Estas foram, como demonstrado no topico 4.3, inseridas em plasmideos
pET24a (+) para a producao de proteinas. As montagens dos plasmideos podem ser

vistas nos anexos i, j e k.

Tabela 2. Sequéncias escolhidas para serem inseridas no plasmideo pET24a (+).

Enzimas Nome das enzimas Familia
B-1,4-endoglucanase P12 assembly scaffold 51 20 GH5
Exoglucanase WG1_assembly scaffold_8574 2 GH9
B-glicosidase P33 assembly scaffold 72 26 GH3

5.2 Transformagdes de cepas Escherichia coli EPI300 e BL21(DE3) e extracao
de DNA plasmidial

A transformacéo das cepas de E. coli EPI300 e BL21(DE3) foi confirmada em
gel de agarose (Figura 12). A sequéncia plasmidial da
P12_assembly scaffold_51 20 apresenta tamanho de 7152 pares de base (bp), a
WG1_assembly scaffold_8574 2 de 6269 bp e a P33_assembly_scaffold_72_26 de
7649 bp. Pela Figura 12 é possivel observar que os plasmideo estdo proximos ao
seu tamanho quando comparado ao marcador, garantindo a insercdo dos mesmos

nas cepas transformadas.

Size (bp)

2,000

1,000

Figura 12. DNA plasmidial de cepas EPI300 e BL21 (DE3) transformadas. (A) Plasmideos
das cepas BL21 (DE3) transformadas com os genes de P12_assembly scaffold_51 20,
WG1_assembly_scaffold_8574 2 e P33_assembly_scaffold_72_26; (B) Plasmideos das cepas
EPI300 com os mesmos genes, respectivamente; (C) Marcador de peso molecular.
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5.3 Inducéo por IPTG para verificacéo de sintese proteica

A partir da indugdo com IPTG pode-se verificar a producdo das proteinas,
como apresentado na Figura 13. As enzimas [-1,4-endoglucanase (51 _20),
exoglucanase (85 74) e [p-glicosidase (72_26) apresentaram o0s tamanhos
aproximados estimados por bioinformatica, sendo de 71.631 Da, 27.284 Da e
89.771 KDa, respectivamente. Aquela que apresentou melhor producdo foi a (-
glicosidase (72_26). Com isso, essa foi a proteina escolhida para a realizacdo dos

experimentos sequentes de caracteriza¢do bioquimica e biofisica neste trabalho.

M |Ino|Ind|Ino|Ind|Ino | Ind

kDa

-116.0 —. 89771 Da

71631 Da
— 66.2

— 45.0

- 35.0

27 284 Da

- 18.4
— 14.4

— - 25.0

Figura 13. Gel SDS-PAGE de proteinas celulases produzidas por indugdo com IPTG. Os
genes de B-1,4-endoglucanase (51_20), exoglucanase (85_74) e B-glicosidase (72_26) foram
induzidos com IPTG e observou-se sua producdo por gel SDS-PAGE. Os tamanhos
aproximados dessas proteinas sdo 71.631 Da, 27.284 Da e 89.771 Da, respectivamente. A
melhor producéo foi da B-glicosidase (72_26). M: marcador, Ino: inéculo e Ind: indugdo

5.4 Producao, purificagao e caracterizagao da B-glicosidase 72 26 em sistema
de expressao heteréloga Escherichia coli BL21 (DE3)

5.4.1 Analise da expressao e solubilidade por SDS-PAGE
O teste de solubilidade foi realizado a fim de detectar se a proteina estava

sendo produzida de forma soltvel ou insoltvel. Pela Figura 14, pode-se concluir que
a proteina de =89.8 KDa aparece quase exclusivamente no sedimento (pellet), ou

seja, na forma insolavel provavelmente na forma de corpos de incluséao.
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Pl | pellet S M

kDa
-116.0

- 66.2

- 45.0

- 35.0

- 250

- 184
- 144

Figura 14. Teste de solubilidade da B-G 72-26. O teste de solubilidade da 3-G 72-26 mostrou
gue a proteina estava sendo produzida de forma insollavel, ou seja, na forma de corpos de
inclusdo. PI (pré-indculo), | (inducéo), pellet (parte insoltvel), S (sobrenadante-parte soltvel) e
M (marcador de massa molecular de proteina).

5.4.2 Otimizacao da produgao da -G 72-26

A otimizacgao realizada com a -G 72-26 foi conduzida a fim de se conseguir
produzir mais proteinas em sua forma soltvel. Contudo, como pode-se observar na
Figura 15, a proteina de =89.8 KDa foi produzida em sua maioria na forma insoltvel
(pellet).

M Pl | pellet S
kDa

-116.0

- 66.2

- 45.0

- 350

- 25.0

- 184
- 144

Figura 15. Otimizagdo da produc¢ao da -G 72-26. A otimizacdo da -G 72-26 mostrou que a
proteina continuava sendo produzida em maioria em sua forma insolavel, ou seja, por meio de
corpos de inclusdo. M (marcador de peso molecular de proteina), Pl (pré-inéculo), | (indugéo),
pellet (parte insollvel) e S (sobrenadante-parte solvel).
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5.4.3 Purificagao da B-G 72-26 por Cromatografia de afinidade (HisTag)

A purificacdo da B-G 72-26 por cromatografia de afinidade por quelatos de
metalicos (His-tag) foi a primeira técnica aplicada a fim de purifica-la (Figura 16A).
Para isso utilizou-se a parte soltuvel da producdo, o sobrenadante, como explicado
no item 4.6.4. De acordo com a intensidade das bandas eletroforéticas, a proteina 3-
G 72-26 foi eluida em maior quantidade na concentracdo de 50 mM de imidazol
(10%), contudo, ela eluiu com outras proteinas contaminantes (Figura 16B). Logo,

essa metodologia nao foi eficiente para purificacdo da -G 72-26.

flow through

| o || o

2500 - (———} . 100
2% :

2000 - 10% 80 Z
: §
2 Ay
£ E
1500 - -60 3
- E
£ 1000+ ' e g
- 2
500 4 (" 1 [*s

) T S~ - M\N—l_o

0 25 50 75 100 125 150 175

Volume (mL)

Figura 16. Purificagdo da -G 72-26 por Cromatografia de afinidade (HisTag). &,AA) Perfil cromatogréfico de purificacdo
da B-G 72-26 por cromatografia de afinidade (HisTag), utilizando a coluna HisTrap™™ HP 1mL. As diferentes porcentagens
indicam distintas concentra¢des de imidazol, 2%-10 mM, 10%-50 mM, 20%-100 mM, 50%-250 mM e 100% - 500 mM. (B)
Gel SDS-PAGE 12% mostrando a eluicdo de todos os picos da purificacdo, com destaque em amarelo para a eluicdo em
10%, quando a proteina estava em maior quantidade. A eluicdo em 100% ndo foi visualizada, visto que nessa
concentracdo o Cromatograma ja havia se estabilizado ndo apresentando mais absorbancia a 280 nm. M (marcador de
massa molecular de proteina), S (sobrenadante), FT (flow through), 2%, 10%, 20% e 50% as diferentes concentracdes de

5.4.4 Purificagao da B-G 72-26 por Cromatografia de afinidade (HisTag) em

condi¢cdes desnaturantes

Apés a tentativa de purificar a B-G 72-26 por Cromatografia de afinidade
(Histag) utilizando a parte soltuvel produzida na inducéo, foi utilizada também a parte
insolavel da mesma, ou seja, o pellet, aplicando a mesma técnica de purificagdo. O
pellet ressuspendido em UREA 1M apresentou uma grande quantidade de proteinas
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como pode ser visto no sobrenadante na Figura 17. Contudo, a proteina ndo se ligou
de forma eficiente na coluna sendo eluida quase que por completo no flow through.
Com isso, concluiu-se que a calda de histidina ndo estava sendo eficiente na sua
ligacdo com a coluna HisTrap™ HP. Apesar disso, a B-G 72-26 apresentou atividade
enzimatica nessas condicbes desnaturantes. Esses resultados ndo estédo
apresentados, pois foram apenas qualitativos para a ocasido, visando apenas uma

deteccao rapida de atividade ou néao.

flow through "if’% kDa M S FT 2% 10% 20% 100%

800 - 1 - 100

a8 §

600

mAU

400 +

280nm

Abs

200+

. Gradiente de Imidazol (100%)
-

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Volume (mL)

Figura 17. Purificagdo da B-G 72-26 por Cromatografia de afinidade (HisTag) em condi¢cBes desnaturantes. (A)
Perfil cromatografico de purificacdo da -G 72-26 por Cromatografia de afinidade (HisTag) em condi¢cdes desnaturantes,
utilizando a coluna HisTrap™ HP 1mL. As diferentes porcentagens indicam distintas concentracdes de imidazol, 2%-10
mM, 10%-50 mM, 20%-100 mM, 50%-250 mM e 100% - 500 mM. (B) Gel SDS-PAGE mostrando a eluicdo dos picos 2%,
10%, 20% e 100%. M (marcador de massa molecular de proteina), S (sobrenadante), FT (flow through).

5.4.5 Purificagdo da B-G 72-26 por Cromatografia de exclusdo molecular em
condicdes desnaturantes

A purificacdo utilizando a técnica de exclusdo molecular foi realizada em
condigbes desnaturantes. Contudo, utilizando esse método, diferente da
cromatografia de afinidade, houve éxito na separacao das proteinas, como pode-se
observar na Figura 18. A confirmacdo da purificagdo da proteina B-G 72-26 foi
realizada com a coloragéo por nitrato de prata das fragcdes do pico 3 (P3), quando

observou-se a total purificacdo da enzima e sua atividade enzimatica também.
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Figura 18. Purificagdo da B-G 72-26 por Cromatografia de exclusdo molecular em condi¢cdes
desnaturantes. (A) Perfil cromatografico de purificacdo da B-G 72-26 por Cromatografia de excluséo
molecular em condi¢cdes desnaturantes, utilizando a coluna Superdex S200. A proteina saiu no volume
esperado (72 mL); i) curva de calibragdo da Superdex S200; ii) gel SDS-PAGE dos picos da cromatografia,
sendo P3 a B-G 72-26. (B) Cromatograma das fragbes do Pico 3 e a atividade enzimatica relativa de cada
uma; i) gel SDS-PAGE das fra¢des do Pico 3 corado com nitrato de prata. M (marcador de peso molecular de
proteina), S (sobrenadante), P1 (pico 1), P2 (pico 2) e P3 (pico 3 - B-G 72-26).
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5.5 Caracterizacéao fisico-quimica da B-G 72-26

5.5.1 Determinacgéo do Coeficiente de extin¢gdo molar

O coeficiente de extincdo molar experimental (220"

mgmL) da proteina B-G 72-
26 foi determinado pela combinacdo da leitura de absorbancia a 280nm e o método
de Lowry. Na Figura 19A pode-se observar os espectros de absorcao da proteina [3-
G 72-26 em solucdes de diferentes concentragbes (mg/mL) determinadas pelo
meétodo de Lowry usando BSA como proteina padrao (Figura 19A i). O coeficiente de

extincdo da proteina foi determinado a partir da relacéo linear da absorbancia a 280

nm e da concentragdo da proteina (Figura 19A ii), sendo de £ gm. 1,36 ml.cm’
! mg™.
A i) ii)
] 05 R?=0,99 08 | R?=0,99
| Coeficiente an r=0,46 ml.cm-1.mg- Coeficiente angular = 1,36 ml.cm-1.mg-1
3,0 _ el oeficiente angular = 0,46 ml.cm-1.mg-1
| 06
] g 03 £
2 ) & 04
2’5 7 8 o2 3
- 02
01
2,0 - I 00 : : :
00 02 04 06 08 10 00 01 02 03 04 05 06
mg/mL Bglucosidase
Q J mg/mL BSA
o 1a5 .
1.0 - Legenda
’ 0,022 mg/mL
1 — 0,080 mg/mL
—0,131 mg/mL
0,5 - —— 0,305 mg/mL
J — 0,594 mg/mL
0,0 T l T l T
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Espectros (nm)

Figura 19. Coeficiente de extin¢cdo molar experimental da B-G 72-26. O coeficiente de extingdo molar
da B-G 72-26 foi de 1,36 mI.cm'l.mg'l. i) grafico e equagédo da reta da BSA, relacionando O.D 650 nm x
mg/mL; ii) grafico e equacédo da reta da 3-G 72-26, relacionando O.D 280 nm x mg/mL.
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5.6 Caracterizacdo enzimatica da B-G 72-26

5.6.1 Curva padréo de p-Nitrophenyl (pNP)

A curva padrdo de pNP foi construida a fim de determinar a quantidade do
mesmo liberado durante a hidrolise do pNPG pela acdo da -G 72-26 e assim
realizar os calculos de atividade enzimatica. Na figura 20 pode-se observar o grafico
gue estabelece a correlacdo linear entre a O.D 405 nm e a concentragdao em Molar
(M) de pNP ate os 0,6 mM de pNPG apresentando um coeficiente angular da reta
de 5642,19 M,

4,0 -
35 |
3,0 |
2,5 |

2,0 4

0D 405 nm

0.5 | R? =099
7 Coeficiente angular = 52499 M

}

0,0 ¥ \ ‘ I -

0,0000 0,0003 00006 00009 00012 00015 0,0018
[pNP] M

Figura 20. Curva padrdo de p-Nitrophenyl (pNP). A curva padréo de
pNP foi determinada a fim de determinar a concentracdo de pNP
liberado na hidrélise do pNPG pela enzima B-G 72-26. No gréfico é
mostrado a relacdo entre a a O.D 405 nm e a concentracéo de pNP em
molaridade.

5.6.2 Efeito da concentragao da enzima -G 72-26 na reacdo enzimética

Nesse experimento pode-se observar a variacdo da velocidade inicial (Vo) de
acordo com as diferentes concentracdes de enzima utilizada, em uma concentracao
fixa de substrato (1,3 mM). Na Figura 21A foi possivel constatar o aumento da O.D
405 nm conforme a concentragcdo de enzimas aumenta, e consequentemente uma

maior Vy de reacao.
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Na Figura 21B, pode-se constatar uma linearidade entre o aumento da Vo em
pumol/min (determinado a partir da calibracdo do produto no tépico 5.6.1) pelo
aumento da concentracdo de enzima em mg e, resultante disso, a atividade
especifica de 7785,65 + 590,82 pmol/min.mg (7785,65 unidades/ mg de enzima)
(Figura 21B). A concentracao escolhida para os ensaios enzimaticos seguintes foi de
100 nM ou 0,1 uM. As concentragcdes mais baixas ndo foram escolhidas, pois o sinal
e a sensibilidade do leitor de placas era muito baixo e as concentracdes mais altas

nao foram escolhidos porque requerem um maior gasto de enzima purificada e

substrato.
A B
1,0 |
1 Fe=31nm 10 Re=0.966
0,9- | -e 50nM < Atividade especifica = 7785,65 + 590,82 uM/min.mg
1 [—&—75nM
0,8 | v 100nM #
1 |-®—150nM 8-
0,7- | <« 200nM
E o6 ® 2 =
S . E 6
S 06 £ e
v ’
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" 4 < (=}

o | e X > 4 0 200 nM - 0,00135 mg/mL
0,3 & | 150 nM - 0,00101 mg/mL
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] " o'a v o 2 75nM -0,00049 mg/mL
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Figura 21. Efeito da concentragdo da enzima B-G 72-26 na reacdo enzimatica. (A) grafico da O.D 405 nm pelo
tempo em diferentes concentragfes de enzimas. Nota-se o aumento da O.D 405 nm conforme aumenta a concentracao
de enzimas. (B) grafico da Vo em pmol/min pela concentracdo de enzima em mg. Todas as concentracfes ficaram em
uma linha reta. A concentracdo escolhida para os ensaios enzimaticos foi de 100 nM ou 0,1 pM.

5.6.3 Efeito do potencial Hidrogenidnico (pH) na atividade da enzima -G 72-26

A partir das variagdes das velocidades iniciais (Vp) de acordo com o0s
diferentes valores de pH (Figura 22A), em uma concentracéo fixa de substrato (1,3
mM) e 100 nM de enzima, foi possivel construir o grafico da atividade enzimatica
com relagéo ao pH (Figura 22B). O pH como apresentado na Figura 22B apresentou
duas faixas de pH 6timo para a atividade da p-G 72-26, sendo eles pH 7 (neutro)
com atividade de 258,85 + 4,5 nM pNP/s e pH 10 (basico) 321,75 + 4,8 nM pNP/s. O
pH 10 mostrou 1,24 vezes uma melhor atividade em comparacéo ao pH 7.
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Figura 22. Efeito do pH na atividade da B-G 72-26. (A) grafico da O.D 405 nm pelo tempo em diferentes
concentracdes de enzimas. Nota-se o aumento da O.D 405 nm conforme aumenta a concentragdo de enzimas. (B)
grafico da Vo, em pmol/min pela concentracdo de enzima em mg. Todas as concentracdes ficaram em uma linha reta. A
concentracdo escolhida para os ensaios enzimaticos foi de 100 nM.

5.6.4 Efeito da temperatura na atividade da enzima B-G 72-26

Com uma concentracéo fixa de substrato (1,3 mM), 100nM de enzima, e em
cada um dos pH étimos (pH7 e pH10), foi possivel construir o gréfico da atividade
enzimatica com relacéo a temperatura (Figura 23). A temperatura como apresentado
na Figura 23 mostrou uma melhor atividade enzimatica da B-G 72-26, em 40°C para
ambos os pHs. Como esse experimento ndo pode ser feito de forma descontinua,
nao pode-se construir o grafico de O.D X Tempo.
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Figura 23. Efeito da temperatura na atividade da B-G 72-26. A
temperatura de 40°C foi a que contribuiu para a melhor atividade da
enzima em ambos os pHs, 7 e 10.
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5.6.5 Determinagao dos parametros cinéticos da B-G 72-26 — curva Michelis-

Menten

A partir das variacdes das velocidades iniciais (Vo) de acordo com o0s
diferentes valores de concentracdo de substrato, em uma concentracdo de 100nM
de enzima, 40°C de temperatura, e em cada um dos pH étimos (pH7, Figura 24A e
pH10 Figura 25A), foi possivel construir o grafico de Michaelis-Menten da atividade
enzimatica com variagcdo da concentracdo do substrato (pH7, Figura 24B e pH10
Figura 25B). Os parametros cinéticos da -G 72-26 foram determinados (tabela 3)
por meio da construgdo da curva de Michaelis-Menten, utilizando os parametros de
temperatura e pHs, considerados ideais para uma melhor atividade da enzima.
Comparando os dois pHs, tem-se que a Vmax em pH 10 foi 1,13 vezes maior do que
em pH 7 sugerindo maior atividade enzimatica a pH basico. No entanto, a afinidade
pelo substrato usado foi 9,4 vezes maior em pH7 como indicam os valores de K, O
Kcat €m pH 10 para o substrato usado foi maior do que em pH 7 e 0 K¢a/Ky, foi maior
em pH 7 do que em pH 10 indicando que a especificidade da enzima para esse

substrato € maior em pH7.
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Figura 24. Curva de Michaelis-Menten da B-G 72-26 em pH 7 . (A) grafico da O.D 405 nm pelo tempo em
diferentes concentrag6es de substrato. (B) Curva de Michaelis-Menten, mostrando a relagcdo entre velocidade inicial
e concentracdo de substrato em pH 7.
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Figura 25. Curva de Michaelis-Menten da B-G 72-26 em pH 10 . (A) gréafico da O.D 405 nm pelo tempo em
diferentes concentrac¢des de substrato. (B) Curva de Michaelis-Menten, mostrando a relag&o entre velocidade inicial
e concentracdo de substrato em pH 10.

Tabela 3. Parametros cinéticos da B-G 72-26 em pH 7 e pH 10.

Enzima pH Vinax (UM.s™) K (M) Kear (57) Kea Ki (5. pM ™)
B-G 72-26 7,0 0,087 + 0,004 53,11 +17,8 0,87 £ 0,004 0,016
B-G 72-26 10,0 0,098 £ 0,02 498,93 + 238,3 0,98 £ 0,02 0,001

5.7 Caracterizacao biofisica da B-G 72-26

5.7.2 Andlise de estrutura secundaria e estabilidade estrutural por Dicroismo
Circular

Os resultados obtidos nos ensaios de DC para p-G 72-26 mostraram que
(Figura 26 e na Tabela 4) a proteina possui estrutura secundaria dependente de pH,
com espectro dicroico de proteina estruturada para todos os pHs testados. Os
espectros da proteina apresentam uma banda negativa pronunciada correspondente
a estrutura de alfa hélice (208 nm e 222 nm) e de folha beta (218 nm) . Este
resultado foi observado em todos os pHs testados, entretanto, no pH 10,0 o
percentual de estrutura secundaria € maior para alfa hélice (27%), em contrapartida,
houve reducdo no contetddo de folha beta paralela e antiparalela (15%), quando
relacionado ao pH &cido .Esses resultados mostram que -G 72-26 apresenta-se

mais estruturada no pH 10,0.
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Figura 26. Analise da estrutura secundaria da -G 72-26. Espectros
dicroicos da B-G 72-26 obtidos por dicroismo circular em diferentes pHs
a 25°C.

Tabela 4. Perfil de estrutura secundaria da enzima B-G 72-26 em diferentes pHs obtido por
deconvolucdo dos espectros dicroicos no utilizando o programa CDNN. (em vermelho os
considerados 6timos sobre a atividade enzimatica)

Estrutura secundéria (%) pH4,0 pH7,0 pHB85 pH10,0

Alfa hélice 25,5 24,0 25,9 27,3
B-antiparalela 14,0 14,9 11,4 10,1
B-paralela 6,2 5,8 5,7 54
Volta-B 16,8 17,5 16,6 19,4
Desordenada 35,4 32,2 32,9 34,8

Os resultados obtidos nos ensaios de termoestabilidade mostram que em pH
acido (4,0), a proteina ndo desnaturou mesmo em altas temperaturas, apresentando
somente pequena alteracdo do sinal dicroico (Figura 27A). Em pH 7,0, a proteina
apresentou uma gradual reducdo do sinal, atingindo o estado desenovelado a
medida que a temperatura aumentou, reduzindo o sinal até zero, conforme
observado nos espectros dicroicos e na curva de desnaturacdo térmica obtidos.

Para este pH a proteina -G 72-26 nao apresentou capacidade de reenovelamento,
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e além da desnaturagéo foi visualizado um padrdo de agregacdo da proteina em
95°C. No pH 10,0, foi observado reducédo do sinal dicroico das bandas negativas em
208, 218 e 222 nm, com deslocamento para a regidao de 200 nm, que € caracteristico
de estrutura desordenada (Figura 27B-D). Os resultados de termoestabilidade

mostram que B-G 72-26 é mais estavel na faixa acida.
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Figura 27. Efeito da temperatura nas estruturas secundarias e estabilidade estrutural da B-G 72-26. (A)

Curvas de desnaturagdo térmica da 3-G 72-26 monitoradas em 208 nm para os pH 4,0, 7,0 e 10,0 com

temperaturas variando entre 25 a 95 °C. (B, C e D) Espectros dicroicos da B-G 72-26 coletados entre 25 a 95
°C em pHs 4,0, 7,0 e 10,0. Tm (Tmelting) para proteina em pH 7,0 est4 indicado em seta.

5.7.1 Alinhamento da B-G 72-26 com sequéncias estruturadas e andlise de

dominios

A B-G 72-26 pertencente a familia das GH3 € composta de 804 residuos de
aminoacidos dispostos em trés dominios conectados por dois linkers, sendo que o
dominio 1 abrange o residuo 1 até o 290 (Figura 28), o dominio 2 do residuo 301 ao

486 (Figura 29) e o dominio 3 do residuo 548 até o 667. O sitio catalitico esta
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localizado na interface entre os dois primeiros dominios, sendo composto pelo

residuo D233 e E417. Além disso, outros sete residuos conservados no sitio ativo

fazem interacdo com o substrato:

O alinhamento do dominio trés

conhecida.

BG7226_1
SWAB_A

2X40_A

3ACO_A
0JX47926.1
WP_040194733.1
WP_085281926.1

MSL
MTL
MSL

60
BG7226_1 BIKQOIA . ADADH
SWAB_A HLKSNSATTGE
2X40_A IS AA S TLINTINP . TREN .
3aco,a @ pINETIRIGTK . . . . . .
0JX47926.1 .GDADH
WP_040194733.1 .EDADH

WP_085281926.1

p2 n3
—- TT
110 120 139

BG7226_1 IMMGIEHG IR I KBISI@AC INIBHAY FEIRIIY V|SIGE
SWAB_A LPNRPLGRE‘ESEDP AlG|H!
2X40_A LAAIGAMBIT HERIN) S AC &3 AN|BAY YER SRV LIS|GE
3ACO_A IMGIET TRIM OG- BAG[E3UGIBAS FERAsIJY T A GIM
0JX47926.1 LAGIRGVRITI KNS ) BAC[e3IN)IBAY FEIIdJY LIA G E
WP_040194733.1 IMAGIHGVRIT KBISISSAC e IN|BHAY VEIARLY T|A GO
WP_085281926.1 IVIAGIHGANRITI KIEISIEBAC [ INIPHAY YEIRILJY LIS(S|E

BG7226_1
SWAB_A

2X40_A

3ACO_A
0JX47926.1
WP_040194733.1
WP_085281926.1

D46, R121, K154, H155, R165 e Y201 (Figura 28).

nao foi apresentado, pois ele ndo possui fungéo

B1

LN| IMVT

GD|A YMIT
VGILPGLFGNPHSRVAGAA EFVLA

AV D VRVS

E|N YA SIAT KN IMLT
E|4A GIAC HD IMVT
E|J8A SIAC LN IMMT

ot3

IMLA

. DENTYYT,| STWNRELIXL
.FFplcves TGLA/STFDRDLI
clzslklsveal AAA S[A/CISFDPNL I
GINplsvPal Alc T T/AIC[SFDRELM

A
A
D
A
A
S
S

als A Lja/C[SFDRDLY]

BG7226_1 DRA] FADNGVN.[D. ...... ALVVD s .[GT[LHQ[T
SWAB_A DRV PR | CF D QI V]Y D .|GR|I QP(E|
2X40_A INP V| IdGKAYQV.INN\TERRDE I EE|IME| E .|GK|LS|EE]
3ACO_A TTA IGP TRWRT] H SR|E|Q|I T|T|E|
0JX47926.1 DRV IASAGALP . AlA E .|GT|I S|E[E]
WP_040194733.1 DRV IHSTNGIN. K| E .|GKLSEE]
WP_085281926.1 DRD| JADGGMG . E s .[NR[L S[E|G]

BG7226_1
SWAB_A

2X40_A

3ACO_A
0JX47926.1
WP_040194733.1
WP_085281926.1

Figura 28. Alinhamento multiplo do

dominio 1 da B-G 72-26 com sequéncias do PDB e néo-

redundantes. Realce preto: residuos conservados. a: a-hélice, B: folha-, e T: turn- (3, e: residuo do

sitio ativo (D233), m residuos de afinidade a

0 substrato (D46, R121, K154, H155, R165 e Y201).
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6.0 DISCUSSAO

O presente trabalho foi realizado a partir de um estudo pioneiro que
descreveu a comunidade microbiana de um cupim endémico do Cerrado brasileiro, o
Syntermes wheeleri, o qual foi realizado por extracdo de DNA metagendmico e
andlises de bioinformatica, por meio dos quais pode-se avaliar a comunidade de
bactéria, fungos e arquéias no intestino dos operarios de terceiro e quarto instares
(SANTANA et al., 2015).

Os cupins séo considerados um dos principais degradadores de material
lignocelulésico do ecossistema, e eles desempenham um papel crucial na formacgéo
de ecossistemas terrestres. Os cupins dependem de uma comunidade de
microrganismos em seu trato digestivo para obter alguns produtos essenciais para
sua sobrevivéncia, como aculcares, hidrogénio e acetato, que sdo posteriormente
metabolizados por esses microrganismos simbidticos como fontes de energia e
nutricdo (ZHOU, et al., 2018). Visto essa capacidade em degradar materiais
lignocelulésicos pelos cupins, o S. wheeleri foi tido como uma fonte promissora para

encontrar enzimas celulases com potencial para aplicagéo industrial.

As sequéncias de enzimas celulases: [3-1,4-endoglucanases, exoglucanases
e PB-glicosidases de S. wheeleri importadas para o software GENIOUS, foram
classificadas quanto a familia Glicosil hidrolase (GH). As [-1,4-endoglucanases
foram classificadas dentro das familias enzimaticas GH5 e GH9, sendo as
exoglucanases como GH9 e as B-glicosidases como GH3. As GH5 séo consideradas
uma das maiores familias das GHs e sao conhecidas como “celulases da familia A”,
uma vez que foram a primeira familia de enzimas celulases descritas. Além disso,
estas celulases sdo encontradas em trabalhos de metagendmica envolvendo
diferentes nichos ecoldgicos, como ramen de vaca e aguas do Oceano Atlantico
(DUAN et al., 2009; ELIFANTZ et al., 2008; HESS et al., 2011). No cupim,
Coptotermes formosanus, enzimas celulases GH5 foram encontradas no intestino
posterior, desempenhando um papel sinérgico com as enzimas endogenas do cupim

hospedeiro para a degradacdo da biomassa (GENG et al., 2018).

As GH9 s&o compostas principalmente por celulases e eram denominadas
como “celulases da familia E”, representando o segundo maior grupo da familia das
celulases (GILKES et al.,, 1991). Sabe-se que o tecido hospedeiro de todos os
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cupins que se alimentam de madeira é fonte de celulases, tais como uma GH9 de
dominio Unico que é secretada e ativa no intestino anterior (WARNECKE et al.,
2007). Os genes codificadores de GH9 sao difundidos entre 0os microrganismos
celuloliticos (exceto fungos aerébios) e plantas, mas os genes que codificam esta
familia de enzimas s&@o particularmente abundantes em bactérias anaerdbicas
produtoras de celulossomas. Estes s&o complexos extracelulares grandes e
heterogéneos que degradam eficientemente a celulose e o0s polissacarideos
relacionados a parede celular da planta (RAVACHOL et al., 2014).

A familia GH3 é uma das familias mais abundantes de enzimas ativas por
carboidratos e inclui membros que possuem atividades enziméticas distintas,
incluindo as atividades B-D-glicosidase, B-D-xilosidase, B-L-arabinofuranosidase e N-
acetil-pB-D-glucosaminidase (DODD et al., 2010). As enzimas GH3 desempenham um
papel fundamental nas fun¢des de manutencdo dos organismos, bem como em suas
interacbes com o ambiente, incluindo as interacBes patdogeno-hospedeiro.
Inicialmente, elas foram descritas como p-glicosidases bacterianas e flngicas
envolvidas na biodegradacéo da celulose vegetal (COURNOYERA e FAURE, 2003).
As funcbes das GH3s foram entdo estendidas para: (1) a biodegradacdo e a
assimilacdo de uma ampla variedade de carboidratos e glicoconjugados por
bactérias e fungos. (2) a modificacdo da atividade biolégica de varios
glicoconjugados, tais como antibidticos bacterianos e moléculas antifingicas
derivadas de plantas. (3) o turnover de componentes de arquitetura celular, como
polimeros de parede celular, em bactérias, fungos e plantas (COURNOYERA e
FAURE, 2003). Em cupins, Warnecke et al., (2007) perceberam por analises dos
dados metagenémicos que as GH3 estavam relacionadas com o metabolismo final

dos oligossacarideos em acucares simples.

Em ambas as familias GHs (GH5, GH3 e GH9) das sequéncias celulases
metagendmicas deste trabalho, os filos mais predominantes foram Firmicutes e
Spirochaetes. Su et al., (2016) observaram que em quatro espécies de cupins, duas
inferiores e duas superiores, ambos os filos encontram-se em grandes quantidades,
podendo variar a porcentagem de um ou outro a depender da filogenia e dieta a que
estes cupins se submetem. De acordo com Santana et al., (2015) o cupim
Syntermes wheeleri apresenta uma maior porcentagem de Firmicutes (76.65%)
seguido de Spirochaetes (4.97%), Bacteroidetes (3.67%), Acidobacteria (2.56%), e
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Proteobacteria (2.28%), quando apesar de as Spirochaetes serem o segundo filo
mais abundante entre as bactérias classificadas no intestino de S. wheeleri, a
abundancia foi baixa nesta espécie em comparacado com outros cupins superiores, 0
gue pode ser explicado pelo habito alimentar desta espécie, que nao se alimenta de

madeira, mas sim da serapilheira.

A enzima B-glicosidase 72 26 (P33_assembly_scaffold_72_26) selecionada
para caracterizacdo bioquimica e biofisica neste trabalho, € classificada segundo
andlises de bioinformatica no filo das Spirochaetes apresentando identidade de
53.0% com a espécie Treponema azotonnutricium, a qual teve a espécie descrita
pela primeira vez em cupim, sendo associada ao processo de fixacdo de nitrogénio e
produgdo de H, o qual é produto da fermentacdo de polissacarideos da
lignocelulose (GRABER et al., 2004; ROSENTHAL et al., 2011). Contudo, até o
presente momento nenhum trabalho foi realizado caracterizando uma B-glicosidase
GHS3 advinda da microbiota intestinal de S. wheeleri, € nem relacionado a bactéria
Treponema azotonnutricium. De acordo com Arthornthurasuk et al., (2018) todas as
B-glicosidase de cupins reportadas até o momento sdo GH1, logo a caracterizacdo
da B-G 72-26 GH3 é de fundamental contribuicdo para o meio cientifico e também

para o ambiente industrial.

O gene da B-G 72-26, inserido no plasmidio de expressdo pET24a(+) foi
induzido com IPTG em concentracdes e temperaturas diferentes a fim de melhorar a
solubilidade das enzimas produzidas, evitando formac&do de corpos de incluséo,
sendo induzidas com 1 mM de IPTG a 37°C e 0,1 mM de IPTG a 28°C. Mdltiplos
fatores podem contribuir para a formacado de agregados proteicos como corpos de
inclusdo, sendo a alta concentracdo do indutor e a temperatura, alguns deles
(SINGH et al.,, 2015). Geralmente os corpos de inclusdo sdo acumulados no
citoplasma, mas proteinas com peptideos sinais também ja foram reportados
formando agregados no espaco periplasmético (ARIEL et al., 2006; COQUEL et al.,
2013). Visto isso, foram utilizados temperatura e indutor em niveis mais baixos,
apesar de experimentalmente isso nao ter aumentado o numero de proteinas

soluveis.

Apods a producao de B-G 72-26 esta foi submetida ao primeiro processo de
purificacdo utilizando a Cromatografia de afinidade de quelatos de metais por calda
de histidina (His-tag), contudo, esta nao foi capaz de se ligar a coluna HisTrap™ HP
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mesmo em condi¢cdes desnaturantes. A estratégia de incluir um segmento de seis
histidinas (His-tag) quando comparada a outras tem vantagens como a menor
influéncia na estrutura e funcéo da proteina expressa, mas as vezes pode interferir
na solubilidade da proteina e sua capacidade de se ligar a resinas His-Tag (TERPE,
2003). Com isso, pode-se notar que nem sempre a His-tag sera eficiente nos

processos de purificacdo, como foi o caso da 3-G 72-26.

Como a purificagdo por His-tag n&o funcionou, tanto na forma nativa quanto
desnaturante da p-G 72-26, foi utilizada a cromatografia de exclusdo molecular a fim
de se separar a proteina pelo tamanho. Para isso a proteina foi solubilizada com 1 M
de ureia, uma concentracao inferior aquelas normalmente utilizadas de 6-8 M, uma
vez que a intencdo era apenas solubilizar a proteina, sem causar grandes mudancas
estruturais. Geralmente, os corpos de inclusdo sdo solubilizados utilizando altas
concentragbes de desnaturantes como ureia ou cloridrato de guanidina, e as
proteinas sdo em seguida reestruturadas pela eliminacdo gradual de agente

desnaturante na presenca de um agente oxidante (SINGH; PANDA, 2005).

Apesar da expressdo de proteinas em forma de corpos de inclusdo serem
considerados indesejaveis, eles podem apresentar varias vantagens para 0sS
processo de purificacdo, como: (1) concentrarem uma grande quantidade de
proteinas; mais de 30% da quantidade total de proteinas na célula, em alguns casos,
(2) apresentar diferenca de tamanho em relacdo aos outros componentes celulares,
0 que ajuda na separacdo (iii) apresentar baixa degradacdo das proteinas
produzidas, (iv) resisténcia ao ataque proteolitico causado pela célula e (v)
homogeneidade de proteinas produzidas (menos contaminantes) que ajuda nas
etapas de purificacdo (SINGH; PANDA, 2005).

ApoOs a purificacdo, a B-G 72-26 foi caracterizada quanto ao pH e a
temperatura 6tima, sendo estes dois fatores fundamentais que interferem na
atividade da enzima e que séo analisados na caracterizacdo enzimatica (TALLEY ;
ALEXOV, 2010; SOMERO, 1995). O pH da B-G 72-26 apresentou duas faixas de pH
6timo, um neutro (pH=7) e um basico (pH=10) o que esta de acordo com o pH
encontrado no intestino dos cupins superiores, 0s quais apresentam pHs nas faixas
entre 6.0 e 10.5 (THONGARAM et al., 2005). Este resultado pode sugerir que,
durante o processo de renaturacdo-purificacdo da enzima, pelo menos duas

populacdes de enzimas com um centro ativo conformal e cataliticamente diferente
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poderia ser obtidas. No entanto, j& foi caracterizada outras enzimas com dois valores
de pH 6timos tais como, por exemplo: Feng et al., (2015), encontraram dois valores
de pH 6timo, (pH=5 e pH=8), para duas [B-glicosidases de cupim superior, 0
Coptotermes formosanus, coincidindo com os resultados de pH neutro-alcalino
encontrado para a -G 72-26. E de uma forma geral, as B-glicosidases apresentam
um pH 6timo entre 4 e 7.5, o que confirma o pH neutro encontrado na -G 72-26
(CAIRNS; ESEN, 2010).

O estudo de influéncia do pH na estrutura secundaria da enzima -G 72-26 foi
realizado por dicroismo circular na regido distante da UV (190-260 nm). Os pHs
testados 4,0; 7,0; 8,5; e 10,0 mostraram que a proteina se apresenta estruturada em
todos os pHs, entretanto com diferentes percentuais de estruturas do tipo alfa hélice
e folhas betas, o que caracteriza a estrutura secundaria desta proteina como
dependente de pH. Os pHs 6timos obtidos nos ensaios bioquimicos para a -G 72-
26 foram pH 7,0 e pH 10,0 e, apresentaram um percentual de alfa hélice em 24,0% e
27,3% e folhas betas em 20,7% e 15,5%, respectivamente. Este resultado indica que
apenas ha uma variacdo de 5% dessas estruturas nestes dois pHs, e que no pH
10,0 a proteina se apresenta mais estruturada em alfa hélice, portanto a B-G 72-26

transita em duas conformacdes em pH 7,0 e pH 10,0.

O percentual de estrutura secundaria obtido para B-G 72-26 esta em
conformidade com outras pB-glicosidase GH3 encontradas na literatura. Algumas
foram depositadas no PDB (Protein Data Bank) 5WAB, 3ACO, 5K60, as quais
apresentaram porcentagem de alfas hélices em 27%, 33% e 25%, enquanto o
conteudo de folhas beta foi de 18%, 26% e 19%, respectivamente (FLORINDO et al.,
2018; YOSHIDA et al.,, 2010; RAMIREZ-ESCUDETO et al., 2016). Portanto, a
estrutura secundéaria de B-G 72-26 obtida por DC nos pHs 7,0 e 10,0 € muito
semelhante as descritas na literatura. Segundo GUPTA et al., (2016) as estruturas
desordenadas fazem parte da estrutura de B-glicosidases mesdfilas, podendo variar
de 37,7% a 48,4%, este dado mostra que a proteina em estudo também apresenta
percentual de estruturas desordenadas muito proxima ao valor descrito neste
trabalho, tal como, 32,2% para o pH 7,0 e 34,8% para o pH 10,0.

A B-G 72-26 apresentou variacdes estruturais diferentes em distintas
temperaturas, variando sua termoestabilidade em diferentes pHs. No pH acido (pH
4,0) ndo foi observado desnaturacao proteica, indicado pela curva de desnaturacéo
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constante e 0s espectros dicroicos com pequena alteracdo do sinal, apresentando
termoestabilidade alta nessa faixa de pH. No pH neutro (pH 7,0) houve uma redugéo
gradual do sinal dicroico tendendo a zero, formando uma curva de desnaturacao de
dois estados com ponto de inflexdo (Tmelting) de 64,5°C. Para este pH foi
observado a formacdo de agregados de proteinas a 95°C, o que impossibilitou o
calculo dos parametros termodindmicos. Ja no pH bésico (pH 10,0) houve uma
diminuicdo gradual do sinal dicroico variando de -10.000 deg.cm?/dmol até -7.500
deg.cm?dmol, com espectros apresentando deslocamento da banda dicroica para
regido de estrutura desordenada (200 nm), aumento assim o percentual dessas
estruturas em alta temperatura. Os resultados obtidos para os pHs 7,0 e 10,0,
mostram que B-G 72-26 é mais estavel na faixa basica, quando comparada com a
faixa neutra. Segundo Wang (2005), a agregacéao de proteinas pode ser influenciada
tanto pelo aumento da temperatura, que aumenta o numero de interacdes
hidrofébicas e colisbes entre moléculas de proteinas, e pela variacdo do pH, que

altera o tipo e distribuicdo de cargas em proteinas.

A influéncia da temperatura na atividade enzimatica, nos dois pHs o6timos
determinados, foi avaliada e o resultado obtido mostrou que em ambos os pHSs, o
melhor efeito da temperatura na atividade enzimatica da (-G 72-26 acontece
aproximadamente a 40 °C. As B-glicosidases mesdfilas, como é o caso da B-G 72-
26, podem apresentar alta atividade nas temperaturas entre 30-65°C, mas sé&o
geralmente inativadas acima de 55 °C, como pode-se observar (CAIRNS; ESEN,
2010). No caso da enzima 3-G 72-26, a atividade enzimatica diminuiu drasticamente
a partir de =40 °C para o pH10,0; e a partir de =45 °C para o pH7,0 como resultado
da desnaturacdo da proteina (Figura 23). A 50 °C, a enzima praticamente s6 mostra
15% de atividade em ambos os pH. Quando comparada a uma [-glicosidase
também da familia GH3, obtida de uma bactéria probidtica, Bifidobacterium
adolescentes, e a uma GH1 de bactéria de riumen de vaca, Cellulosilyticum
ruminicola, elas apresentaram temperaturas de atividade 6tima semelhante de 40 °C
(FLORINDO et al., 2018; SUWAN et al., 2017). Da mesma forma, quando
comparada a uma B-glicosidase de cupim superior, Neotermes koshunensis e
Coptotermes formosanus, também observou-se semelhancas nas temperaturas de
atividade 6tima, de 40 °C (UCHIMA et al., 2010 ; FENG et al., 2015).
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Os parametros cinéticos foram analisados por meio da construcdo da curva
de Michaelis-Menten, que analisa a atividade enzimatica de acordo com o aumento
da concentracdo de substrato, mantendo a concentracdo de enzimas fixa. Os
resultados de K, para os pHs 7,0 e 10,0 foram de 0,053 mM e 0,49 mM,
respectivamente. Este resultado indica que a enzima tem 9 vezes mais afinidade
pelo substrato pNPG a pH neutro que pH béasico. Quando comparado ao K, de
outras B-glicosidases de outros cupins, que apresentaram K, de 1,7 mM, 2,2 mM,
1,47 mM, e 0,77 mM, constatou-se uma melhor afinidade da B-G 72-26 pelo
substrato pPNPG em ambos os pHs (UCHIMA et al.,, 2010; FENG et al., 2015;
ARTHORNTHURASUK et al.,, 2018). Contudo, quando comparado com uma f-
glicosidase de bactéria probidtica e uma de ramen de vaca, com K, de 0,32 mM e
0,552 mM, respectivamente, as afinidades pelo substrato pNPG foram semelhantes
ao da B-G 72-26 no pH 10,0; mas com pH 7,0 ainda apresentando uma afinidade =
6 vezes maior (FLORINDO et al., 2018; SUWAN et al., 2017).

Os valores de K, encontrados foram de 0,87 s™ (pH 7,0) e 0,98 s™ (pH 10,0)
0 que indica que a enzima a pH 10,0 é cataliticamente mais rapida com substrato
PNPG em relagédo ao pH 7,0. Quando comparado a literatura pode-se observar que
para outras enzimas B-glicosidase também de cupins superiores, que apresentaram
valores de K. de 3,7 st e 8,98 s?, a velocidade de catélises da B-G 72-26 foi
menor. E quando comparada a B-glicosidase de uma bactéria probiética e uma de
rdimen de vaca, com valores de 88 s e 88,5 s™, respectivamente, mostrou uma
velocidade catalitica ainda muito menor. Ja quanto a constante que analisa a
especificidade ou eficiéncia cinética da enzima (Kca/ Km), 0s resultados para p-G 72-
26 foram de 0,016 s*. pM™* (pH 7,0) e 0,001 s™*. uM™* (pH 10,0), apresentando
valores semelhantes a outras B-glicosidases também de cupins superiores, as quais
obtiveram valores de 0,002 e 0,006 s™. uM™, foram obtidos, mostrando que a enzima
a pH 7 é dez vezes mais especifica e eficiente cataliticamente ao substrato pNPG do
que em pH 10,0. Quando comparada a B-glicosidase de uma bactéria probiotica e
uma de rimen de vaca, com valores de 0,2 e 0,16 s*. pM™, respectivamente, a
especificidade da -G 72-26 foi menor (FENG et al., 2015; ARTHORNTHURASUK et
al., 2018; FLORINDO et al., 2018; SUWAN et al., 2017).

A B-G 72-26 foi alinhada com sequéncias estruturadas do PDB a fim de

analisar a conservagdo de dominios e sitios ativos na sequéncia. Foram
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encontrados trés dominios para a -G 72-26, dominio 1, 2 e 3, sendo 0 1 e 2 com
funcdo apresentando os residuos cataliticos D233 e E417, respectivamente, e 0
dominio 1 ainda apresenta outros residuos relacionados a ligacdo ao carboidrato. A
presenca de aminodacidos cataliticos do tipo acido no sitio ativo da enzima 3-G 72-
26, explica a maior velocidade e eficiéncia catalitica da enzima a pH basico (pH
10,0) com o substrato pNPG, uma vez que garante a ionizagao dos grupos carboxilo
€ COm iSSO as cargas negativas necessarias para a catalise. Varghese et al., (1999)
foram os primeiros a detectar os dominios das B-glicosidases GH3 e ele anotaram
dois dominios: (a/B)s-barril (TIM barril) e uma (a/B)s folha (B-sanduiche). Atualmente
outros trabalhos descrevem esses mesmos dominios e mais um terceiro que é
anotado como Fibronectina Ill, mas ndo apresenta funcédo catalitica conhecida,
corroborando com os resultados de alinhamento (GUDMUNDSSON et al., 2016;
FLORINDO et al., 2018).



64

7.0 CONCLUSAO

A producéo de uma B-glicosidase (B-G 72-26) a partir do metagenoma do
cupim de S. wheeleri mostrou-se eficiente, visto que foi possivel produzi-la em
guantidades consideraveis em sistema de expressdo heteréloga. Além disso, os
resultados de caracterizacdo bioquimica e estrutural, como atividade 6tima em pH
10,0, que a tornam interessantes para aplicagcfes biotecnoldgicas que necessitem de
condicdes extremas. A caracterizagdo de uma enzima celulase advinda de um dos
principais degradadores de lignocelulose mundial e da espécie endémica do Cerrado
brasileiro, € fundamental para a descoberta de novas enzimas que possam ser

utilizadas em auxilio ou substituindo aquelas que ja estdo no mercado.

Além disso, a caracterizacdo de uma nova enzima B-glicosidase GH3, a partir
da microbiota de intestino de cupim, contribui para uma maior qualificacdo em
bancos de dados de p-glicosidases da familia GH3, jA que a maioria das
depositadas, e advindas de cupim, pertencem a familia das GH1. Por isso, 0s
estudos de metagenoma s&o importantes para esse tipo de trabalho, pois
possibilitam acessar microrganismos que nao sao cultivaveis e dessa forma poder
bioprospectar novas enzimas que podem ser caracterizadas e utilizadas em diversas

aplicacdes biotecnoldgicas.
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9.0 APENDICE
a) Arvore filogenética da Familia GH5.

B WG assembly scaffold 78 8 7] Ruminococcus flavefaciens

CAJ69433 T Clostridioides difficile 630

& ABS61403 7] Fervidobacterium nodosum Rt17-B1
34 AAD36816 ] Thermotoga maritimaMSB8
21 ACK41602 ] Dictyoglomus turgidum DSM 6724
99 ABF40690 7] Candidatus Koribacter versatilis Ellin345
ADW68526 7] Granulicella tundricola MPSACTX9
ACT04714 ] Paenibacillus sp. JDR-2
99 ABF44126 ] Deinococcus geothermalis DSM 11300

ADB31179 ]Kribbella flavida DSM 17836
ADQ78827 ] Paludibacter propionicigenes WB4
CBK95738 ] [Eubacterium] siraeum 70/3
W WG3 assembly scaffold 118842 Juncultured bacterium
M P32 assembly scaffold 1800 5 Juncultured bacterium
W P32 assembly scaffold 32702 Juncultured bacterium

ACA61165 Juncultured microorganism
28 AAA23220 ] Ruminiclostridium thermocellum
100 /P23340 7 Clostridium sp. F1

ACE83988 7] Cellvibrio japonicus Ueda107

100
CAP56480 ]GIuoonacetobacter diazotrophicus PA1 5

ACE89266 ] Rhizobium etli CIAT 652
99 ACM39029 ] Agrobacterium vitis S4

AEEA46054 ] Cellulomonas fimi ATCC 484
89 ABN51643 7] Ruminiclostridium thermocellum ATCC 27405
88 ADU73502 ] Ruminiclostridium thermocellum DSM 1313

ADM99099 :| Paenibacillus polymyxa E681

2 CAA76775 ] Pseudoalteromonas haloplanktis

CAA82317 ] Bacillussubtilis
AAA22304 Bacillussp.
M P31 assembly scaffold 11508 7] Paenibacillus mucilaginosus

82
ACRI2128 ] Teredinibacter turnerae T7901

ACES83249 :| Cellvibrio japonicus Ueda107

100

o6 |- AAB61461 T Cellvibrio mixtus
44 ACR23659 ] bacterium enrichment culture clone CelA24

AAA23221 :| [Clostridium] cellulolyticum

ADD61809 T uncultured organism

ADL53038 7] Clostridium cellulovorans 7438

ADU20585 ] Ruminococcus albus 7 = DSM 20455

AAA23233 T Clostridium cellulovorans

ADM72668 7] Paenibacillus polymyxa E681

P11 assembly scaffold 1029 15 Juncultured bacterium

M P12 assembly scaffold 5120  Juncultured bacterium

B P13 assembly scaffold 81 31  Juncultured bacterium

£ M P32 assembly scaffold 37 32 Juncultured bacterium

100 | M WG2 assembly scaffold 34 22 Juncultured bacterium

5| M WG3 assembly scaffold 9122 Juncultured bacterium
M P11 assembly scaffold 40952 Juncultured bacterium

L M P11 assembly scaffold 3022 3 Juncultured bacterium

100

56

99 AAR65335 T Unknown
ADX05698 Juncultured organism

76 AAC97596 ] Prevotella bryantii B14
99 ADK55024 ] uncultured microorganism

—
0.50

Figura 30. Arvore filogenética com sequéncias da Familia GH5. As
endoglucanases se classificaram dentro da Familia das GHs 5. Em rosa a
sequéncia de endoglucanase sintetizada. m sequéncias metagendmicas de

intestino de cupim.



b) Arvore filogenética da Familia GH9.

AAC06387 ] Thermobifida fusca YX
0|AAATIS69 ] [Clostridium] celluolytioum

ACL75111 ] [Clostridium] cellulolyticum H10
ACES5757 e Ueda107
ABBS1611  Juncuttured bacterium

AAG49558 ] Pseudomonas sp. SK38

ABBS1609 Juncultured bacterium

100 [ WAILDV6JAILDVGIBACT  Juncultured bacterium
tHAILDVIAILDVIIBACT  Juncultured bactesium
99| AILDWAAILDW4IBACT  Juncuitured bacterium
i AILDWS|AILDWS9OBACT Juncultured bacterium
ABW39319  Junculturedbacterium

4t 1HA9LDW9IAOLDW9IBACT Juncultured bacterium

65111 AILDW6AILDWGIBACT  Juncultured bacterium
ADL24960
ACX75452
AAC44386

ibsi 585

585

Ly b e

subsp.
AAC41523 ] Fibrobacter succinogenes
ADUS6913  Juncultured bacterium
0|ABW39323  Juncultured bacterium
tAILDW2/AILDW29BACT  Juncutturedbacterium
ABW39324  Juncultured bacterium
0ltfAILDW3AILDW39BACT  Juncultured bacterium
0|ABW39322  Juncultured bacterium
HAILDWIAILDWI9BACT  Juncultured bacterium
AMOI13182  Juncultured bacterium
01AMO13183  Juncuitured bacterium

ACVs81 ]

ADH59533 ] Alicyclobacillus sp. A4

o) WP013314422

100 WP 013314422 besthit 7] Spirochaetathermophila

WP 014625293 best hit ] Spirochaeta thermophila

99| M P11 assembly scaffold 4748 ] Spirochaetathermophila

W WG assembly scaffold 1281 5 Spirochaetathermophila
B WGl assembl;

scaffold 8574 2 Exo 7] Cellulosilyticum lentocellum
g9 | M P11 assembly scaffold 11094 ] Spirochaeta thermophila

89L— M P12 assembly scaffold 3274 1 ] Coprococcus sp.
100 — M P11 assembly scaffold 7522 7 Spirochaetathermophila
B Pi3 assembly scaffold 18428 ] Amphibacillus xylanus
100 { M P12 assembly scaffold 10243 ] Spirochaetathermophila
W \WG2 assembly scaffold 1286 3 ] Spirochaetathermophila
oM P11 assembly scaffold 388 8 ] Spirochaetathermophila
W WG assembly scaffold 439 21 Spirochaetathermophita
B P13 assembly scaffold 15523 ] Spirochaetathermophila
ABN52060 ] Ruminiclostridium thermocellum ATCC 27405
CAA28255 ] Ruminidlostridium thermocellum

WP 003518740 best hit ] Ruminidostridium thermocelium
M P32 assembly scaffold 5235 2 ] Gostridiumthermocelium BC1

[ CAD6I242 ]
100 7

ETI60138 c100

1fU7DDQ4UTDDQ49BACT ] Chitinivibrioalkaliphilus AChtL
AAA23086 ] Cellulomonasfimi
AAB42155 ] Thermobifidafusca YX
AEH04391 ] Thermobifida halotolerans
AAR29083 ] Baciuslicheniformis

ABX43720 ] Lachnodlostridium phytofermentans 1SDg
ABNSI1814 ] Ruminiclostridium thermocellum ATCC 27405
100/ CAES1308 7] Ruminiclostridium thermocetium

52

100 [O770449NEOP ] Nasutitermes takasagoensis
O770459NEOP ] Nasutitermes walkeri

GUN20RYSJ ] Oryza sativa Japonica Group (Japanese rice)
GUNSARATH ] Arabidopsis thaliana (thale cress)
Q41012PEA ] Pisum sativum (pea)

&

GUN6DICDI ]

ACL75116  ][Ck

CBLI175M4 ]

CBLI16391 ] Ruminococcus champaneliensis 18P13 = JCM 17042

75 CBLITM7 ] 18P13 = CM 17042
triUTDA40UTDA409BACT T Chitinivibeio alkaliphilus
70| a?: ABGSS608 ] Cytophaga hutchinsonil ATCC 33406
9% rAILDXOAILDXOIBACT  Juncultured bacterium
{UTDA09UTDAOIIBACT | Chitinwvibrioalkaliphilus
100 UTDIGEUTDIGEIBACT ] Citinivibrio alkaliphilus
48 fU7D529UTD5299BACT ] Chitinivibrioalkaliphilus
BAAI2070 ] [ di
6?' wfUTD9IUTDINI9BACT ]
—

Figura 31. Arvore filogenética com sequéncias da Familia GH9. As
endoglucanases e as exoglucanases se classificaram dentro da Familia das GHs 9.

Em rosa a sequéncia de exoglucanase sintetizada. m sequéncias metagenémicas
de intestino de cupim.



c) Arvore filogenética da Familia GH3.

EIEPF 354BH ] Bacillus cereus BAG20-2
008331CLOSR ] [Clostridium] stercorarium

oM WG3 asscmbly scaffold 3175 ] Pseudofiavonifractor capibosus

W P33 assembly scaffold 4 37 ] Pseudofiavonifractor capillosus
B WG assembly scaffold 1434 7 Treponemaazotonutricium
W P11 assembly scaffold 2924 T Treponemaazotonutricum
B P12assembly scaffold 6036 2 Junknown

B P31 assembly scaffold 2642

7] Treponema azotonutricum
W WG3 assembly scaffold 90 8 ] Treponema azotonutricium
M P13 assembly scaffold 1 10 JTreponema azotonutricium
B WG| assembly scaffold 176 5 ] Treponemaazotonutricum
W P11 assembly scaffold 604 10 ]

B WG3 assembly scaffold 4242 ] Treponemaazotonutricum
M P33 assembly scaffold 7226 ] Treponemaazotonutricum
W P32 assembly scaffold 102 18 7] Treponema azotonutricium
W WG] assembly scaffold 35423 Junknown
M P12 assembly scaffold 3566 1 Junknown
M P13 assembly scaffold 8004 1 Junknown
1o|| ™ WG2 assembly scaffold 1978 1 Junknown
g7| M P12 assembly scaffold 25662 Junknown
go] M WG1 assembly scaffold 2 54 Junknown
Ol M P11 assembly scaffold 12217 Junknown

OLA28SBH ] AG_194_44_15
9 E CDC45693BH ] Firmicutes bacterium CAG:424
CACO7184 ] Prevotelia aibensis
o M P32 assembly scaffold 2498 Junknown
] W P31 assembly scaffold 298 Junknown
00 CDA9SSI7BH ] Lachnospiraceae bacterium CAG:215
o M P13 assembly scaffold 196 192 Junknown

B P13 assembly scaffold 196 19 1 Junknown
_100| L P13 assembly scaffold 28062 Junknown
AAC68679 ] Streptomyces venezuelae

068843STRAT 7] Streptomyces antibioticus
9 95 070021 SACER ] Saccharopolyspora erythraea
AF0904291 ] Niveispirillum irakense DSM 11586

O24T49ACEXY ] xylinus

P963169GAMM T Cellulomonasgilvus

Q99324SEPLY ] Septorialycopersici
CAB61489 ]
BGL2SACFI ]
89 QIPSFAASPNG  JAspergillus niger
BAA36161 ] Bacillus sp. (in: Bacteria)
BGLXDICCH ]
M P31 assembly scaffold 2333 1 Junknown
PIGO9OTHEBR ] Thermoanaerobacter brockii
AF1350152 ] Thermoanaerobiacter ethanolicus JW 200

100

030713FLAME ] Elizabethkingia meningcseptica
031356BACFR ] Bacteroides fragilis
BGLXSALTY ] subsp. Typhi 2
100 L BGLXECOLI  JEscherichiacolik-12

o/ M P11 assembly scaffold 1223 ] Bifidobacterium actinocoloniforme:

97

MW WG assembly scaffold 2 68 ] Bifidobacteriumactinocoloniiforme

100 g \yG2 assembly scaffold 8166 1 JAgarivorans albus
SDNS3942BH ] Acetanaerobacterium elongatum

M P11 assembly scaffold 13575 Junknown

B WG assembly scaffold 3327 Junknonn

100! M P11 assembly scaffold 112 27 ]umwn

M WG2 assembly scaffold 3123 1 Junknown

oM WG1 assembly scaffold 3473 Junknown

B P11 assembly scaffold 5983 Junknon

1001 p12 assembly scaffold 13219 Junknown

W P31 assembly scaffold 1253 Junknown
CCY73931BH ] Eubacterium sp. CAG:115
M P31 assembly scaffold 933 3 7] Paenibacillus barengoltzii
M P12 assembly scaffold 2515 | ] Paenibacilius barengoltzii
W P32 assembly scaffold 271 6 JRuminococeus callidus
95! M P33 assembly scaffold 24 2 ] Bacilusalcalophilus
QS9506MICBI ] Thermobispora bispora
WP016311355BH ] Paenibacillus barengoltzii
WP010073070BH ] Clostridium cellulovorans.

W WG2 assembly scaffold 1 64 ] Costridium cellulovorans

W WG3 assembly scaffold 2 33 ] Clostridium cellulovorans
O 8 P32 assembly scaffold 6 13 Junknown
M P12 assembly scaffold 3 56 ] Clostridium cellulovorans

99 W P13 assembly scaffold 2 12 ] Costridium cellulovorans

[ P12 assembly scaffold 383 2 JClostridium cellulovorans.
100 L M P11 assembly scaffold 734 7 ] Clostridium cellulovorans

020

Figura 32. Arvore filogenética com sequéncias da Familia GH3. As -
glicosidases se classificaram dentro da Familia das GHs 3. Em rosa a sequéncia de
B-glicosidase sintetizada. m sequéncias metagendmicas de intestino de cupim.



74

d) Tabela com as sequéncias de endoglucanases selecionadas apds edi¢cdo de

bioinformética.

Na Tabela 5 abaixo a sequéncia em vermelho representa a sequéncia

selecionada para sintese em plasmideo pET24a (+). Esta sequéncia foi escolhida

por apresentar o maior valor de metatranscriptoma.

Tabela 5. Sequéncias de endoglucanases apos edicdes no GENEIOUS.

) ) ] ] Identidade Integridad  Cobertura por
Nome da sequéncia Familia Filo Organismo % e do milhdes de
genoma reads
P11_assembly_scaffold_1029_ 15 GH5 ? uncultured bacterium 36.8 megabin 0,0679
Spirochaete . . near
P11_assembly_scaffold_1109 4 GH9 s Spirochaeta thermophila 45.2 complete 0,0106
P11_assembly_scaffold_3022_3 GH5 ? uncultured bacterium 35.0 megabin 0,0418
P11_assembly_scaffold_388_8 GH9 Splroghaete Spirochaeta thermophila 46.8 megabin 0,0937
P11_assembly_scaffold_4095_ 2 GH5 ? uncultured bacterium 39.5 megabin 0,0115
P11 assembly_scaffold_474 8 GH9 Splroghaete Spirochaeta thermophila 47.1 partial 0,0143
P11_assembly_scaffold_752_2 GH9 Splroc;haete Spirochaeta thermophila 46.8 partial 0,042
P12 _assembly_scaffold_1024 3 GH9 Splroghaete Spirochaeta thermophila 45.3 megabin 0,0285
P12_assembly_scaffold_3274_1 GH9 Firmicutes Coprococcus sp. CAG:782 38.3 partial 0,0196
. near
P12 _assembly scaffold_51 20 GH5 ? uncultured bacterium 35.6 complete 0,1428
P13 assembly_scaffold_155 23 GH9 Splroghaete Spirochaeta thermophila 48.1 megabin 0,0115
P13_assembly_scaffold_1842_8 GH9 Firmicutes Amphibacillus xylanus 39.6 megabin 0,0106
! near
?
P13_assembly_scaffold_81_31 GH5 : uncultured bacterium 35.6 complete 0,0353
P32_assembly_scaffold_1800_5 GH5 ? uncultured bacterium 47.4 megabin X
P32_assembly_scaffold_3270_2 GH5 ? uncultured bacterium 48.1 megabin X
! near
?
P32_assembly_scaffold_37_32 GH5 : uncultured bacterium 35.6 complete X
P32_assembly_scaffold_5235_2 GH9 Firmicutes Ruminiclostridium thermocellum 47.4 megabin X
P32_assembly_scaffold_8334_2 GH51 ? uncultured bacterium 63.7 megabin X
Spirochaete . . near
WG1_assembly scaffold_1281 5 GH9 s Spirochaeta thermophila 47.6 complete 0,0047
WG1_assembly_scaffold_439 21 GH9 Spwoghaete Spirochaeta thermophila 46.8 megabin 0,0342
WG1_assembly scaffold_78 8 GH5 Firmicutes Ruminococcus flavefaciens 311 megabin 0,0535
WG2_assembly_scaffold_1286_3 GH9 Splroghaete Spirochaeta thermophila 45.5 megabin 0,0114
WG2_assembly_scaffold_34_22 GH5 ? uncultured bacterium 35.6 megabin 0,1176
WG3_assembly_scaffold_11884_2 GH5 ? uncultured bacterium 47.7 partial 0,003
WG3_assembly_scaffold_91_22 GH5 ? uncultured bacterium 35.6 partial 0,0776
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e) Tabela com as sequéncias de exoglucanases selecionadas apés edicéo de
bioinformatica.

Na tabela 6 abaixo a sequéncia representa a sequéncia selecionada para
sintese em plasmideo pET24a (+). Esta sequéncia foi escolhida por ser a Unica
restante apods as edicdes que fosse uma GH. As outras 2 sequéncias eram estrutural

da Camada S.

Tabela 6. Sequéncia de exoglucanase ap0s edicbes no GENEIOUS.

Nome da sequéncia Familia Filo Organismo Identidade  Integridade  Cobertura por
% do genoma milhdes de
reads
WG1_assembly_scaffold_8574_2 GH9 Firmicutes Cellulosilyticum 47.3 megabin 0,005107706

lentocellum




76

f) Tabela com as sequéncias de B-glicosidases selecionadas apés edicdo de
bioinformatica - Metodologia

Na Tabela 7 abaixo a sequéncia em vermelho representa a sequéncia

selecionada para sintese em plasmideo pET24a (+). Esta sequéncia foi escolhida

por apresentar o maior valor de metatranscriptoma.

Tabela 7. Sequéncias de B-glucosidases apos edicdes no GENEIOUS.

Nome da sequéncia Familia Filo Organismo Identidade  Integridad ~ Cobertura por
% edo milhGes de
genoma reads
P11_assembly_scaffold_112_27 GH3 ? unclassified sequences 63.3 near X
complete
P11_assembly_scaffold_122_17 GH3 Firmicutes Firmicutes bacterium CAG:424 57.3 megabin 0,04423
P11 assembly_scaffold_122_ 3 GH3 Actinobacteri Bifidobacterium 40.1 partial 0,04643
a actinocoloniiforme
P11_assembly_scaffold_1357_5 GH3 ? unclassified sequences 66.4 megabin X
P11_assembly_scaffold_292_4 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 475 megabin 0,01183
P11_assembly_scaffold_598_3 GH3 ? unclassified sequences 66.0 megabin X
P11_assembly_scaffold_604_10 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 52.8 partial 0,0303
P11_assembly_scaffold_734_7 GH3 Firmicutes Clostridium cellulovorans 40.6 megabin 0,01996
P12_assembly_scaffold_132_19 GH3 ? unclassified sequences 66.5 partial X
P12_assembly_scaffold_2515 1 GH3 Firmicutes Paenibacillus barengoltzii 39.5 megabin 0,001
P12_assembly_scaffold_2566_2 GH3 Firmicutes Firmicutes bacterium CAG:424 57.3 megabin 0,01238
P12_assembly_scaffold_3 56 GH3 Firmicutes Clostridium cellulovorans 42.5 near 0,06657
complete
P12_assembly_scaffold_3566_1 GH3 Firmicutes Firmicutes bacterium CAG:424 56.9 meggbin 0,00279
P12_assembly_scaffold_383_2 GH3 Firmicutes Clostridium cellulovorans 40.9 megabin 0,01194
P12_assembly_scaffold_6036_2 GH3 Firmicutes BJP_I1G2157_Clostridiales_52_ 45.9 megabin 0,00367
13
P13 assembly_scaffold_1 10 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 53.0 megabin 0,01506
P13_assembly_scaffold_196_19 GH3 Firmicutes Lachnospiraceae bacterium 50.2 megabin 0,00272
CAG:215
P13_assembly_scaffold_2_12 GH3 Firmicutes Clostridium cellulovorans 42.5 megabin 0,01484
P13 assembly_scaffold_2806_2 GH3 Firmicutes Dorea longicatena CAG:42 44.8 megabin X
P13_assembly_scaffold_8004_1 GH3 Firmicutes Firmicutes bacterium CAG:424 57.6 megabin 0,01129
P31_assembly_scaffold_1194 2 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 53.0 megabin X
P31 _assembly_scaffold_125 3 GH3 Firmicutes Clostridium cellulovorans 40.3 megabin X
P31_assembly_scaffold_2_98 GH3 Firmicutes Lachnospiraceae bacterium 45.0 near X
CAG:215 complete
P31 _assembly_scaffold_2333 1 GH3 Firmicutes Firmicutes bacterium CAG:24 49.4 megabin X
P31_assembly_scaffold_2642_2 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 52.7 megabin X
P31_assembly_scaffold_933_3 GH3 Firmicutes Paenibacillus barengoltzii 38.7 megabin X
P32_assembly_scaffold_102_18 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 52.5 megabin X
P32_assembly_scaffold_249 8 GH3 Firmicutes Lachnospiraceae bacterium 45.0 megabin X
CAG:215
P32_assembly_scaffold_271_6 GH3 Firmicutes Ruminococcus callidus 39.8 megabin X
P32_assembly_scaffold_6_13 GH3 Firmicutes Clostridium cellulovorans 42.5 megabin X
P33_assembly_scaffold_24 2 GH3 Firmicutes Bacillus alcalophilus 37.6 megabin 0,05312
P33_assembly_scaffold_4_37 GH3 Firmicutes Pseudoflavonifractor capillosus 60.8 near 0,01916
complete
P33 _assembly scaffold_72_26 GH3 Spirochaete Treponema azotonutricium 53.0 parrt)ial 0,6117
s
WG1_assembly_scaffold_143_4 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 47.5 megabin X
WG1_assembly_scaffold_176_5 GH3 Spirochaetes Treponema azotonutricium 52.8 megabin 0,01662
WG1_assembly_scaffold_2_54 GH3 Firmicutes Firmicutes bacterium CAG:424 57.3 megabin 0,00263
WG1_assembly_scaffold_2_68 GH3 Actinobacteri Bifidobacterium 40.1 megabin 0,02836
a actinocoloniiforme
WG1_assembly_scaffold_33_27 GH3 ? unclassified sequences 64.3 megabin
WG1_assembly_scaffold_347_3 GH3 ? unclassified sequences 66.0 megabin
WG1_assembly_scaffold_3542_3 GH3 Firmicutes Firmicutes bacterium CAG:194 54.7 megabin



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1263022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1263022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1263022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1263012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1262985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1262985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1263022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1263008
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WG2_assembly_scaffold_1_64

WG2_assembly_scaffold_1978 1
WG2_assembly_scaffold_3123 1
WG2_assembly_scaffold_8166_1

WG3_assembly_scaffold_2_33
WG3_assembly_scaffold_317_5
WG3_assembly_scaffold_42_42

WG3_assembly_scaffold_90_8

GH3

GH3
GH3
GH3

GH3
GH3
GH3
GH3

Firmicutes

Firmicutes
?

Proteobacter
ia
Firmicutes

Firmicutes
Spirochaetes
Spirochaetes

Clostridium cellulovorans

Firmicutes bacterium CAG:424
unclassified sequences
Agarivorans albus

Clostridium cellulovorans
Pseudoflavonifractor capillosus
Treponema azotonutricium
Treponema azotonutricium

42.5

57.5
71.4
43.1

42.5
60.8
53.0
53.0

near
complete
megabin
megabin
megabin

megabin
megabin
megabin
megabin

0,03097

0,00724
X
X

0,02589
0,00336
0,04235
0,01706
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10.0 ANEXOS - Metodologia

a) Preparo de células competentes

1-

O-

Riscar uma placa de Petri contendo meio LB sem antibiotico a partir do
estoque da linhagem de interesse e incubar & 37°C overnight (toda a
noite);

Inocular uma colonia isolada em 5 mL de meio LB ou SOB em tubo falcon
de 50 mL. Incubar a cultura overnight a 37°C e 200 rpm;

Inocular 1 mL da cultura em 500 mL de meio LB em frasco Erlenmeyer de
1L;

Acompanhar o crescimento da cultura por meio da leitura em
espectrofotometro utilizando ODeggo. Deixar a cultura atingir a ODgoo de
aproximadamente 0,5 (o tempo de crescimento depende da linhagem
escolhida, geralmente o tempo é de 5 horas);

Transferir a cultura para um banho de gelo e incubar por 30 min;

Baixar as células, usando tubos de 50mL ou 250 mL em centrifuga a 2000
X g por 20 minutos a 4°C;

Remover o meio e secar o tubo invertendo-o em papel toalha;
Ressuspender o pellet gentilmente em 250 mL de glicerol 10% (0-4°C) —
realizar esse procedimento em banho com gelo para evitar aquecimento
das células;

Baixar as células em centrifuga a 2000g por 20 minutos a 4°C;

10-Remover o0 meio e secar o tubo invertendo-o em papel toalha;

11-Ressuspender o pellet gentilmente em 50 mL de glicerol 10% (0-4°C) —

realizar esse procedimento em banho com gelo para evitar aquecimento

das células;

12-Baixar as células em centrifuga a 2000g por 20 minutos a 4°C;

13-Ressuspender o pellet gentimente em 1 mL de meio GYT (0-4°C) —

realizar esse procedimento em banho com gelo para evitar aquecimento

das células;

14-Fazer uma diluicdo de 1:100 e realizar uma leitura da ODggo. As células

competentes devem ficar em uma diluicdo entre 2x10* e 3x10%°
células/mL (ODgoo = 1,0 = aproximadamente 2,5x10® células/mL), fazer o
ajuste da diluicdo usando o meio GYT;
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15-Estocar em aliquotas de 50 pyL e congelar imediatamente em Nitrogénio

liguido ou gelo seco com alcool; (OBS.: Deixar no gelo os tubos e ir

aliquotando);

16-Estocar a -80°C (Ultrafreezer).

b) Eletroporacao

1-
2-

Retirar uma aliquota e descongela-la em banho de gelo.

Separar a quantidade necessaria de cuvetas para a eletroporacdo das
bactérias e deixa-las no gelo. Nesse caso foram utilizadas cuvetas de
Imm.

Adicionar aos tubos contendo 50 uL de bactéria competente de 10pg a
25ng de DNA em um volume de 1-2 pL em cada tubo.

Incubar o tubo no gelo por 1 minuto.

Ajustar o eletroporador (Gene Pulser Xcell™ System, BIO-RAD) para as
condicbes de transformacdo das bactérias (SET - VOLTS: 1,8 kV,
Capacitancia: 25 mF e Resisténcia: 200 Q.);

Pipetar as células misturadas com o DNA na cuveta de eletroporacdo
armazenadas no gelo. Secar e limpar a parte de fora da cuveta, antes de
dar o pulso elétrico;

O time constant (valor que o aparelho fornece apds o pulso) deve ser entre
3 e 4 milisegundos;

Apbs o pulso, adicionar 1 mL de meio SOC (n&o ultrapassar os 20 s),
transferir para um tubo de 1,5 mL e incubar por 1 hora com baixa agitacéao
a 37°C;

Plaquear diferentes volumes (50uL, 100uL e 200uL) da transformacao em
meio LBagar contendo o antibidtico apropriado, que nesse caso foi

Canamicina [ ]final de 100 pg/mL;

10-Esperar o liquido plaqueado secar, tampar as placas, vedar com plastico

filme de PVC,

11-Incubar a 37°C overnight. (As colénias devem aparecer com tempo de

incubagéo entre 12 e 16 horas).



c) Tampao de amostra 2X Tris-HCI 200 mM; pH 6,8

Tabela 8: Preparacdo de um tampao de amostra 2X.

Reagentes Porcentagem (%)
SDS 4% (v/v)
B-mercaptoetanol 4% (vIv)
Glicerol 20% (viv)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

Preparar aliquotas de cerca de 1,0 mL e estocar a temperatura ambiente.

d) Gel de SDS-PAGE

Tabela 9: Preparacéo de gel SDS-PAGE.

Reagentes para o SDS- Gel Separador 12% (3 Gel concentrador 5% (3
PAGE géis) géis)
30% Bis/Acrilamida 6 mL 1,24 mL
Agua 5,10 mL 5,25 mL
Tampéao Tris-HCI, pH 8,8 3,75 mL -
Tampéo Tris-HCI, pH 6,8 - 1,02 mL
SDS 10% 150 pL 40,8 uL
APS 10% 150 pL 75 UL

TEMED 9 uL 9 pL

80
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e) Tampao de corrida (5X) para gel de SDS-PAGE

Tabela 10: Preparacao de tampéo de corrida 5X para gel de SDS-PAGE.

Reagentes Concentragao
Tris base 125 mM
Glicina 0,96 M
SDS 0,5% (p/v)

f) Solucéo corante para gel de SDS-PAGE

Tabela 11: Preparacao de solugdo corante para gel de SDS-PAGE.

Reagentes Concentracéo
Azul brilhante de Coomassie R-250 0,25% (p/v)
Acido acético glacial 7% (VIv)
Metanol 30% (v/iv)

g) Solucao descorante para gel de SDS-PAGE

Tabela 12: Preparacao de solucdo descorante para gel de SDS-PAGE.

Reagentes Concentracéo

Metanol 30% (v/v)

Acido acético glacial 7% (VIV)
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h) Solu¢cdes para o protocolo de Lowry

Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0) 1%

Tartarato de sodio e potéssio tetrahidratado (KNaC4H;O6-4H,0) 2%
Carbonato de sédio (Na,CO3) 2%

Hidréxido de sodio (NaOH) 1M

Folin-Ciocalteu diluido na proporcdo de % em agua bidestilada (MilliQ®).

o bk 0 DR

Reagente A: 200 pL CuS0O4.5H,0 1% + 200 pL KNaC4H406:4H,0) 2% +

completar para 20 mL com Na,CO3 2%

i) Plasmideo da sequéncia P12_assembly_scaffold_51 20 (p-1,4-
endoglucanase)

(57) Styl BlpI (80)
(6915) Dralll
(6787) Psil

PaeR7I - PspXI - ThiI - Xhol (158)
SnaBI (424)

Aarl - BfuAl - BspMI (734)

(6214) AsiSI - Pvul

(6088) Smal
(6086) TspMI - Xmal

(5905) BspDI - Clal

BbvCI (1427)

Bsal (1754)

PmiI (1926)

Ndel (2085)
Xbal (2123)
BglIl (2189)
Sgral (2230)

(5012) Pcil

(4896) BspQI - Sapl

(4783) BsStZ171
(4782) Accl

Mlul (2911)

(4018) PpuMI PspOMI (3118)
(3993) Fspl - FspAl Apal (3122)
(3975) Bagll BssHII (3322)
FeoRY (33A1)

Figura 33. Plasmideo pET24a (+) com o gene da -1,4-endoglucanase
(P12_assembly scaffold_51_20).



j) Plasmideo da sequéncia WG1_assembly_scaffold_8574 2 (exoglucanase)

(57) Styl Blpl (80)
PaeR71 - PspXI - Thl - Xhol (158)
(s730) Dralll
(5602) Psil

RsrlIl (687)

Ndel (900)
(5029) AsiSI {

Xbal (938)
BglIl (1004)
Sgral (104s)

(4903) Smal
(4901) TspMI - Xmal

(4720) BspDI - Clal

Sphl (1201)
(4686) Nrul

(4375) Acul

Mlul (1726)

BStEII (1907)
PspOMI (1933)
Apal (1937)

(4000) BssSI

BssHII (2137)
ECORV (2176)

(3711) BspQI - Sapl Hincll - Hpal (2232)

(3598) Bstz171
(3597) Accl
(3572) PFIFI - Tth111l

PpuMI (2833)

GS61973-3 pET24a-Exo-1,4-b-celobiohidrolase_WG1_assembly_scaffold_8574_2
5972 bp

Figura 34. Plasmideo pET24a (+) com o gene da exoglucanase
(WG1_assembly scaffold_8574 2).

k) Plasmideo da sequéncia P33 _assembly scaffold 72 26 (B-glicosidase)

(80) Blpl PaeR7I - PspXI - THI - Xhol (158)
(7279) Psil

BsrGI (859)
(6706) AsiSI - Pvul

(6580) Smal
(6578) TspMI - Xmal

(6397) BspDI - Clal

Alel (1538)

G561973-4 pET24a-P33_assembly_scaffold_72_26
7649 bp

Iral (2078)

. \ / AatIl (2080)
(s504) Pl | SnaBI (2185)
(5275) BstZ171
(5243) PAIFL-Tth111l

Y
&
°Qw Ahdl
(2442)
BfuAl - BspMI (2452)
Ndel (2577)

Xbal (2615)

BglIl (2681)
Sgral (2722)

SphI (2878)

(4485) FspAl

BStAPI (3086)
(4467) Bgll

Mlul (3403)

PspOMI (3610)
(3909) Hincll - Hpal Apal (3614)
(3853) EcoRV BssHII (3814)

(4248) Pshal

Figura 35. Plasmideo pET24a (+) com o gene da B-glicosidase
(P33 _assembly scaffold_72_26).
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