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RESUMO

O uso de biomassa lignocelulésica como matéria-prima para a producéo de etanol
combustivel se inicia pela intensa hidrélise de suas estruturas para a obtencao de
acucares fermentaveis. Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a
producdo de atividades enzimaticas celuloliticas e hemiceluloliticas de dois isolados
da bactéria anaerdbica terméfila Clostridium thermocellum (ISO1 e 1SO2), quando
cultivados em meio de cultura contendo celulose cristalina e bagaco de cana-de-
acucar, assim como, analisar o perfil de proteinas secretadas em cada uma destas
condicdes, visando o mapeamento de proteinas envolvidas na degradacdo destas
biomassas. O pH e temperatura ideais para o cultivo dos isolados sdo pH 7 e 60°C.
Os isolados secretam atividade celulolitica, xilanolitica e pectinolitica quando
cultivados em meio de cultura contendo celulose cristalina ou bagaco de cana de
acucar como Uunica fonte de carbono. Estas atividades foram detectadas no
sobrenadante do meio de cultura e também associadas ao substrato residual, sendo
que o maior valor de atividade 0,478 Ul/mL foi detectado para a atividade xilanolitica
no sobrenadante de ISO2 cultivado em bagaco de cana. Além disso, os isolados
foram capazes de degradar celulose cristalina com atividades de 0,052Ul/mL e
0,040 UI/mL obtidas para as proteinas eluidas do substrato residual celulésico e
proteinas secretadas no meio de cultura com bagaco de cana de 1SO2,
respectivamente. O perfil protéico do sobrenadante e proteinas associadas ao
substrato residual foi analisado por eletroforese SDS-PAGE, no qual foi observada a
presenca de proteinas de 160 e 220kDa, com perfil semelhante ao celulossoma de
um isolado de C. thermocellum utilizado como controle (Cth JW). Adicionalmente, os
sobrenadantes das culturas foram utilizados como fonte de proteinas para as
analises em géis bidimensionais, 2-DE, nos quais foram observadas diferencas no
namero e volume de spots entre as condi¢cdes de crescimento, e na comparacdo dos
isolados ISO1 e ISO 2 com o isolado padrdo. A espectrometria de massas MALDI-
TOF foi utilizada na identificacdo de proteinas do secretoma do 1SO2 cultivado em

celulose como fonte de carbono.
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ABSTRACT

The use of lignocellulosic biomass as feedstock for bioethanol production begins with
the intense hydrolysis of its structure to obtain fermentable sugars. The present work
aims the evaluation of cellulolytic and hemicellulolytic activities production from two
strains of the thermophilic anaerobic bacterium Clostridium thermocellum (ISO1 e
ISO2), after growth on crystalline cellulose and sugarcane bagasse, also, the protein
profile secreted by these isolates was resolved by SDS-PAGE and 2DE
electrophoresis aiming the identification of proteins that participate on the cellulosic
raw material degradation. The pH and temperature for optimal growth of the isolates
are pH 7 and 60 ° C. The bacterium isolates produce cellulolytic, xylanolytic and
pectinolytic activities when cultured in liquid medium containing crystalline cellulose
or sugar cane bagasse as the sole carbon source. These activities were detected in
the supernatant of the culture medium and also associated with the residual
substrate, and the highest value was obtained for the xylanolytic activity (0.478 Ul/
mL) from the supernatant of ISO2 grown on sugarcane bagasse. Moreover, the
isolates were capable to degrade crystalline cellulose, with activities of 0.052 Ul/mL
and 0.040 UI/mL for the protein sample eluted from the residual substrate and
secreted proteins into the culture medium with sugarcane bagasse 1SO2,
respectively. The protein profile of the supernatant and substrate associated proteins
were analyzed by SDS-PAGE, and the presence of 160 e 220kDa proteins with a
similar profile to the cellulosome of a C. thermocellum was observed. Additionally, the
culture supernatants were used as a source of proteins for the analysis in two-
dimensional gels, 2-DE, and there were differences in the number of spots and its
volume between the growth conditions, and in comparison of the two strains 1SO1
and ISO and the standard isolate CthJW. Mass spectrometry MALDI-TOF was used
to the identification of ISO2’s secretome proteins after growth in liquid medium

containing cellulose as carbon sources.
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1 INTRODUCAO

1.1 Producao de bioetanol

Com a alta dos precos do petréleo na década de 1970, o temor da falta
desta matéria-prima e da dependéncia nacional em relacdo aos paises produtores,
foi estimulada a busca por combustiveis alternativos. Inicialmente, em 1975, foi
lancado no Brasil o Programa Nacional do Alcool - o Pré-alcool - que foi o pioneiro e
continua ainda como a iniciativa mundial melhor sucedida na producdo de
biocombustivel em larga escala. Este programa tinha como objetivo a producéao de
etanol a partir de biomassa vegetal abundante e disponivel, principalmente de
sacarose e amido. Além da possibilidade de se produzir combustivel a partir de
matéria-prima nao-féssil e renovavel, o uso bioetanol apresenta vantagens em
relacdo a gasolina como a menor emissao de poluentes, queima mais eficiente, com
um maior grau de octanagem e menor producédo de precursores de ozonio e CO;
(Lynd et al., 1991; Demain et al., 2005; Zapata et al., 2009)

No entanto, ainda no final da década de 70 e inicio dos anos 80, 0 uso e
producdo deste combustivel sofreram uma queda considerdvel em funcdo de
interesses econdmicos da industria sucroalcooleira. Atualmente, o crescente
aumento do consumo mundial de combustivel e energia produzidos a partir de
matéria-prima fossil junto a dependéncia que ainda existe em relacdo ao petréleo e
seus derivados, além dos problemas ambientais, trouxe novamente a preocupacao e
necessidade da producdo de combustiveis renovaveis e menos poluentes. Desta
forma, o interesse na producéo e utilizagcdo do bioetanol como fonte alternativa de

combustivel foi retomado em nivel mundial.
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Os EUA e Brasil sdo os lideres da producdo mundial de bioetanol produzidos
pela fermentagdo de acucares derivados de milho e cana-de-aglcar,
respectivamente. Esta é a primeira geracao da producéo de bioetanol combustivel a
partir de produtos utilizados na alimentacdo humana e animal. Estas matérias-
primas nao serdo adequadas para atender a crescente demanda mundial por este
combustivel e alternativas precisam ser buscadas (Gray et al., 2006; Hahn-Hagerdal
et al., 2006; Wyman, 2007). A biomassa vegetal de origem celuldsica surge como
uma fonte de matéria-prima promissora para este fim, pois sdo produzidas
diariamente cerca de 180 milhdes de toneladas por ano deste material, em funcéo
da atividade agricola e industrial, bem como da producéo diaria de lixo nas cidades.
A reutilizacdo deste material para a producdo de bioetanol traz também a vantagem
de diminuir os problemas ambientais causados pelo seu acumulo (Demain et al.,
2005).

Estes fatores tornam vantajosa a segunda geracao de producao de etanol,
com a utilizacdo da biomassa lignocelulosica de origem agroindustrial. Neste caso, a
palha de trigo, palha de arroz, bagaco de cana e demais rejeitos agricolas e
florestais podem ser utilizados como matéria-prima para a producdo de bioetanol. O
etanol celuldsico € particularmente promissor, pois € derivado de matérias-primas de
baixo custo e abundantes, e tem alta octanagem, que séao propriedades desejaveis
para um combustivel (Wyman, 2007). Por isto, a producdo de etanol celulésico vem
ganhando espaco na comunidade cientifica e grande atencéo global (Demain et al.,
2005; Lomborg et al., 2010; Qiu et al., 2010).

Uma resolucdo tomada pela Unido Européia (UE) para o ano de 2020 foi que
20% do consumo de energia da UE deve ser originado de fontes renovaveis
(biomassa, energia edlica, etc.) e, aléem disso, que o0s biocombustiveis devem
representar 10% do total de combustivel utilizado (EU Resolution, 2008). Dessa
forma, sdo necesséarios 0 crescimento e o aumento da eficiéncia na producédo de
etanol a partir de biomassa vegetal. Como matéria-prima para o bioetanol, residuos
agricolas como farelo de trigo, palha de arroz e bagaco de cana de acucar devem
ser utilizados no contexto da 22 geracdo, devido a sua abundancia por todo o mundo
(Lomborg et al., 2010).
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De acordo com estudos realizados pelo Nucleo Interdisciplinar de
Planejamento Energético (Nipe) da Unicamp, dentro de duas décadas o Brasil tera
capacidade de produzir etanol suficiente para substituir 10% de toda a gasolina
consumida no mundo, estimada em 1,7 trilhdes de litros por ano (Mota et al., 2009).
Portanto, as industrias alcooleiras brasileiras precisam investir no aumento e
otimizacao do processo de producédo do etanol utilizando tecnologias de baixo custo,
e desta forma, abrindo perspectiva para estudos que visem a producdo melhorada

de etanol.

1.2 Biomassa vegetal

A biomassa pode ser considerada o conjunto de componentes organicos de
todo material biolégico da Terra, como as plantas e os animais. Uma grande
variedade de recursos da biomassa esta disponivel para a conversdao em
bioprodutos, na qual podem ser incluidas as plantas, subprodutos de origem animal,
materiais de origem marinha e residuos industriais, agricolas, florestais e urbanos.
Desta forma, a biomassa tem potencial como uma das principais fontes de energia
priméria e renovavel, e, portanto, a sua utilizacdo tera contribuicdo importante para o
desenvolvimento de sistemas de energia sustentaveis aliados ao desenvolvimento
econdmico e social de paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Berndes et al.,
2003; Howard et al., 2003).

A parte vegetal da biomassa € constituida principalmente por
polissacarideos com funcdes estruturais ou de armazenamento, tais como celulose,
hemicelulose e amido (Schwarz, 2001 ; Kumar et al., 2008). E denominada
holocelulose toda a fracdo de carboidrato do material celulésico na biomassa vegetal
depois de removida lignina. Nas células vegetais, a parede celular € uma das
principais estruturas, sendo responsavel por diversas funcgbes, tais como a
manutencdo da forma celular proporcionada pela rigidez mecéanica e a protecao
contra o ataque de patdégenos. A parede celular pode ser classificada em parede

celular primaria, composta principalmente por celulose e hemicelulose; ou
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secundaria, constituida por lignina e compostos pécticos presentes na lamela média.
Dessa forma, esta estrutura é formada por celulose organizada em microfibrilas
imersas em uma matriz contendo polissacarideos nao celulésicos: hemiceluloses e
pectinas e polimeros como a lignina, sendo assim denominada de origem

lignocelulésica (Raven, 1999; Sommervile et al., 2004; Keegstra, 2010).

A estrutura e proporcéo destes polimeros na parede celular vegetal variam
de acordo com a espécie da planta, tecido ou estagio de desenvolvimento
considerado, tornando o potencial de utilizacdo variavel de cada matéria prima
lignocelulésica de acordo com as diferentes propor¢cdes de polimeros. Em
gramineas, por exemplo, celulose, hemicelulose e lignina e pectina representam 45—
60%, 20-40%, 5-10% e 1-5% da parede celular, respectivamente. A proporcéo de
celulose, hemicelulose e lignina no bagaco de cana de agucar é de cerca de 37%,
28% e 21% , na palha de algodéao 46%, 20% e 21%, no palha de milho 39%, 33% e
15%, na palha de trigo 35%, 22%, 21% e na palha de arroz 42%, 32% e 13%
(Hadar, 1993; Howard et al., 2003; Kumar et al., 2008).

A lignocelulose é um componente da biomassa que representa uma
importante fonte de matéria organica e, além disto, as propriedades quimicas de
seus componentes a tornam um substrato de enorme valor biotecnologico. Dentre as
utilizacbes da desse substrato podemos citar a produgdo de polimeros e resinas a
partir dos compostos aromaticos da lignina e a producdo de biocombustiveis como o
etanol, resultante da fermentacdo dos acuUcares originados da celulose e

hemicelulose (Howard et. al., 2003)

1.2.1 Biopolimeros constituintes da parede celular vegetal

A celulose é o componente mais abundante desta matéria, correspondendo
a cerca de 35 a 50% da massa seca de plantas de diferentes espécies, e sendo,
portanto, o principal componente da parede celular vegetal (Lynd et al., 2002). Este
biopolimero possui estrutura linear composta por milhares de residuos de glicose

unidos por ligacdes glicosididds -1,4 dispostos em unidades repetitivas de
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celobiose, constituindo as cadeias lineares ou filamentos de celulose (Figura 1)
(Kumar et al., 2008).

Estas cadeias associam-se, normalmente em torno de trinta filamentos
formando as protofibrilas, que em conjunto formam as microfibrilas, e o conjunto
destas por sua vez formam as fibras de celulose. As cadeias lineares sdo montadas
no local de sua sintese e sdo reforcadas por ligacbes de hidrogénio inter e
intracadeias e por forcas de Van-der-Waals, as interacfes fracas entre 0s
mondmeros de glicose tem um efeito total consideravel na estabilizacdo das fibras.
Na natureza as fibras de celulose se organizam em uma regiao cristalina, na qual as
microfibrilas se organizam de uma forma mais compactada, e desta forma,
restringem o acesso a enzimas hidroliticas que possam catalisar a hidrolise deste
polimero, e uma regido de cadeias desorganizadas denominada celulose amorfa.
(Lynd et al., 2002).
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Figura 1. (a) Estrutura de um filamento de celulose (b) Esquema mostrando a organizacéo
das fibras de celulose. Modificado de Desvaux(2005).

As hemiceluloses sdo um grupo de polimeros heterogéneos que formam a
parede celular interligados as microfibrilas de celulose, caracterizados por ligacbes
B-1,4 entre xiloglicanas, xilanas, mananas e glicomananas, que podem ser
visualizadas na Figura 2 (Scheller et al., 2010). Os principais agUcares constituintes
deste heteropolissacarideo sao pentoses (D-xilose, D-arabinose), hexoses (D-

manose, D-glicose, D-galactose) e acido urbnico, e de acordo com o principal
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residuo de acgucar presente em sua estrutura polimérica pode ser denominado de
xilana, glucomanana, galactana ou arabinana (Bhat et. al., 2001; Howard et. al.,
2003).

i D-galactose Glucuronoxilana

G o & &€ @
] ] A ]
oo
g oo B E-8-88-6-
_G L-arabinose

‘ D-xilose Galactomanana
Figura 2. Estrutura das hemiceluloses glucuroxilana e galatomana. Modificado de Scheller
et. al.(2010).

A lignina é um polimero abundante na natureza, que compde até 20% da
parede celular conferindo a planta suporte estrutural, impermeabilidade e
resisténcia, assim como protecao contra patégenos ou pragas. Este heteropolimero
aromatico é constituido por unidades de fenilpropandides, derivadas dos alcodis
coniferil, coumaril e sinapil, representadas na Figura 3. As unidades basicas séo
interligadas por diferentes tipos de liga¢gdes, que incluem ligagcbes C-C, aril-éter, com

aril-glicerol e B-ariléter como formas predominantes (Perez et al., 2002).

H

Alcool Coniferil Aleaal p-coumaril Alcool Sinapil

Figura 3. Constituintes da lignina (Boerjan et. al.. 2003).
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As pectinas sdo polissacarideos estruturais de alta massa molecular
presentes na parede celular vegetal. As substancias pécticas sdo um grupo de
materiais coloidais complexos, compostos por um esqueleto de &cidos
galacturénicos com cadeias laterais de acucares como a arabinose, galactose,
arabinogalactose, xilose, L-ramnose ou fucose. As pectinas estdo presentes em
diversas formas na parede celular e por essa razdo existem varias enzimas
pectinoliticas. Estes polissacarideos possuem amplo uso comercial, especialmente
na indastria alimenticia e téxtil, e como a celulose e a hemicelulose, podem ser
convertidos a agucares soluveis, etanol e biogas (Jayani et al., 2005; Kumar et al.,
2008).

1.3 Hidrdlise enzimética da lignocelulose

A hidrolise enzimatica da parede celular vegetal por acdo microbiana €&
realizada por um arsenal de hidrolases, entre as quais se destacam as celulases e

hemicelulases.

As celulases séo classificadas como glicosil-hidrolases que catalisam a
hidrélise de ligacdes glicosidicas $-1,4 entre os residuos de glicose constituintes das
cadeias de celulose. Esta reacdo € catalisada por meio de um mecanismo de
hidrolise &cida, utilizando um doador de préton, como os residuos de aminoacidos
de acido glutamicoe acido aspartico, e um nucledfilo ou base. A hidrolise pode
igualmente resultar na inversdo ou retencdo (mecanismo de dupla troca) da

configuracéo do carbono anomérico do final redutor (Lehninger, 2002).

Estas enzimas podem ser divididas em trés grupos em funcdo de seus
mecanismos de acgao: as endoglicanases (E.C. 3.2.1.4), as exoglicanases, que
incluem as celodextrinases (EC 3.2.1.74) e as celobiohidrolases (E.C. 3.2.1.91), e as
B-glicosidases (E.C. 3.2.1.21) (Lynd et al., 2002; Kumar et al.,, 2008). As

endoglicanases catalisam a clivagem de ligacdes glicosidicas aleatoriamente na
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por¢do interna das fibras de celulose a partir da extremidade redutora,
principalmente nas regides em que as microfibrilas estdo organizadas de uma forma
mais frouxa (celulose amorfa), liberando oligossacarideos e gerando
consequentemente novas extremidades redutoras para acdo das exoglicanases . As
exoglicanases catalisam a hidrélise das ligacdes glicosidicas da celulose a partir das
extremidades redutoras e ndao-redutoras, liberando unidades de (glicose
(celodextrinases) ou celobiose (celobiohidrolases) como produtos principais. A acao
das exoglicanases também pode ocorrer na celulose cristalina, provavelmente em
funcdo do afrouxamento das cadeias de celulose de estrutura cristalina. J4 as B-
glicosidases catalisam a hidrolise de ligacdes glicosidicas da celobiose e

celoligossacarideos produzindo glicose (Figura 4a) (Lynd et al., 2002).
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Figura 4. Esquema de hidrélise da celulose microcristalina e amorfa pelas enzimas
livres (a) e as contidas em complexo de celulases (b) Modificado de Lynd et al.(2002).

A hemicelulose mais abundante na parede celular vegetal € a xilana, e sua
completa degradacdo requer a atividade das: endo-B-xilanases (E.C. 3.2.1.8), a-

arabinofuranosidades (E.C. 3.2.1.55) e p-xilosidades (E.C. 3.2.1.37). Dentre as
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xilanases, as endo-B-xilanases catalisam a hidrolise das ligacdes glicosidicas -1-4
entre as unidades de xilose internamente no polimero liberando cadeias
xilooligosacaridicas, enquanto as B-xilosidades atuam nestas cadeias produzindo
xilose (Lynd et al., 2002; Perez et al., 2002). A hidrdlise de polimeros de xilana pelas
xilanases liberando pentoses € aparentemente mais facil do que a hidrdlise de
celulose pelas celulases, ja que a xilana n&do forma estrutura cristalina recalcitrante
como a celulose (Kumar et al., 2008). No entanto, a degradacao das hemiceluloses
em geral € limitada pela presenca de ramificacfes, sendo que a remocao destes
substituintes requer atividades enzimaticas acessb6rias como as a-
arabinofuranosidases(EC 3.2.1.55), manosidases (EC 3.2.1.25) e acetilesterases
(EC 3.1.1.6), a-glucuronidase (EC 3.2.1.131), acido ferulico esterase (EC 3.2.1.73)
(Keshwani et al., 2009).

A lignina é considerada um substrato de dificil degradacdo em razdo de sua
complexidade estrutural, sua alta massa molecular e sua insolubilidade. As familias
de enzimas envolvidas na sua hidrélise sédo as peroxidases (lignina e manganés
peroxidases) e lacases, que sao enzimas extracelulares conhecidas como
fenoloxidases, encontradas na maioria dos fungos da podriddo branca, e em
algumas bactérias. Essas enzimas oxidam seus substratos pela reducdo de um
elétron do nucleo aromatico com a formacado de um radical catibnico instavel que
passa por numerosas transformacdes levando a decomposi¢cdo do substrato. As
lacases séo consideradas verdadeiras fenoloxidases e oxidam fendis e estruturas
ligninoliticas fendlicas pela abstracdo de um elétron, com formacao de radicais que

podem repolimerizar ou levar a despolimerizacao (Higuchi, 1989; Perez et al., 2002).

Dentre as enzimas envolvidas na degradagao da pectina, de uma forma geral,
denominadas de pectinases, estdo as pectina-liases, pectina-metilesterases, as
endo e exo-poligaracturonases, pectina acetilesterases, ramnogalacturonases e
endo e exo-arabinases. As hidrolases poligalacturonases atuam na clivagem das
ligagcbes glicosidicas entre o0s acidos galacturdnicos, enquanto as
ramnogalacturonases hidrolisam as ramnogalacturonanas. Ja as liases, pectina e
pectato liases, clivam o polimero de acido galacturénico via reacéo de B-eliminacao
(Bhat, 2000; Kumar et al., 2008).
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As estratégias para degradacdo de materiais lignocelulésicos em diferentes
microorganismos sao distintas. Microorganismos aerobicos, tais como fungos
(Trichoderma reesei) e bactérias aerbbicas (Thermobifida fusca) produzem
componentes enzimaticos individuais em altas concentracbes que se ligam ao
substrato por meio de modulos de ligacdo com sequéncias especificas. Bactérias
anaerobicas com atividades celuloliticas podem ser isoladas do ramen de bovinos,
veados e caprinos (Ferrer et al., 2007; Cheng et al., 2009; Sundset et al., 2009); ou
ainda de algodao, como a cepa de Clostridium thermocellum JW20 (Freier et al.,
1988). Com poucas excecdes, estas desenvolveram uma estratégia eficiente de
degradacdo de biomassa vegetal, com a utilizagcdo de um sistema multienzimatico
extracelular denominado celulossoma (Figura 4b). As vantagens do celulossoma
para a efetiva hidrélise dos substratos celulosicos sdo a otimizacado do sinergismo
entre as subunidades enzimaticas, a limitacdo da adsorcdo n&o produtiva, a
limitacdo da competicdo pelos limitados sitios de ligacdo, e flexibilidade para
hidrolise com a presenca de outras enzimas com diferentes especificidades no sitio

de adsorcao com o esgotamento de um tipo de celulose.

1.4 Processo de producéo de etanol celulésico

A bioconversdo de produtos lignocelulésicos em biocombustiveis é uma
promissora estratégia para obtencdo de &lcool combustivel, por ser sustentavel e
também possibilitar o reaproveitamento de residuos vegetais de origem agricola e
industrial. Estes materiais lignoceluldsicos, incluindo plantas lenhosas e néo
lenhosas, rejeitos e residuos florestais e urbanos possuem diferentes quantidades
de componentes celulésicos e sdo potencialmente adequados para producdo de
alcool por fermentacdo (Lynd et al., 2002). O passo limitante na conversdo de
celulose a combustivel é sua hidrélise a aglUcares fermentaveis, principalmente o
ataque inicial da estrutura altamente ordenada, insollvel e cristalina. Sendo que a

maioria dos trabalhos tem énfase no estudo de fungos, como o Trichoderma reesei,
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na producdo de enzimas para a conversao desta biomassa a aglcares que podem

ser fermentados a etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

O processo industrial de producéo de etanol celulésico em desenvolvimento
ainda é dispendioso e € realizado em trés etapas principais: pré-tratamento
termoquimico — um passo que favorece o acesso das enzimas a celulose,
aumentando a area superficial pela remocdo da lignina, solubilizacdo da
hemicelulose e/ou apenas aumentando a porosidade das fibras de celulose. Este
processo pode ser realizado tanto pela utilizacdo de &cidos, ou pela explosdo a
vapor; a sacarificacdo - na qual sdo utilizadas as hidrolases de fungos que atuam na
parede celular vegetal, celulases e hemicelulases, para hidrdlise da matéria-prima a
acucares fermentaveis; e por fim a fermentacéo dos acucares liberados e producéo
de bioetanol, pela acdo de um microrganismo, como por exemplo, a levedura

Saccharomyces cerevisiae (Gray et al., 2006; Hahn-Hagerdal et al., 2006).

Em processos convencionais as ligninas presentes nas matérias-primas séo
eliminadas por processos quimicos e/ou pré-tratamento térmico seguido de hidrdlise
acida/enzimatica. Podem ser utilizados hidréxido de soédio, acido perclérico, acido
sulfarico, acido férmico ou solventes organicos como n-propilamina, etilenodiamina,
n-butilamina. Estes quimicos sao toxicos, corrosivos e perigosos e exigem reatores
resistentes a corrosao, no caso do acido concentrado este deve ser recuperado
apos hidrélise para tornar o processo economicamente viavel. Desta forma, a
utilizacdo destes produtos nos processos de pré-tratamento € um dos principais
inconvenientes e tratamentos bioldgicos tém sido propostos quer para substituir o
tratamento fisico-quimico ou para a desintoxicacdo. Tal procedimento apresenta
vantagens econf6micas e ambientais em relacdo a utilizacdo de catalisadores

quimicos (Perez et al., 2002; Gray et al., 2006; Kumar et al., 2008).

A realizagdo simultanea da sacarificagcdo e fermentacdo em um processo
industrial denominado Bioprocessamento Consolidado (CBP) € uma alternativa ao
processo em duas etapas. Este processo retne as quatro transformacgdes: producao
de enzimas sacaroliticas (celulases e hemicelulases); a hidrolise dos carboidratos
presentes na biomassa a acgucares fermentaveis; a fermentacdo da hexoses

(glicose, manose e galactose) e a fermentacao de pentoses (xilose e arabinose) em
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uma unica etapa. No entanto, para utilizagdo desta estratégia é necessaria a
utilizagdo de microorganismos produtores de celulases, hemicelulases e outras
enzimas que atuam na degradacéo desta matéria-prima capazes também de realizar
com eficiéncia o processo de fermentacdo. Além disto, estes devem apresentar
crescimento equilibrado em hexoses e pentoses, tolerancia a possiveis inibidores
produzidos durante o pré-tratamento, tolerancia ao solvente e maximos rendimento e
taxa de producdo (Lynd et al., 2005; Elkins et al., 2010). Neste sentido, novos
microrganismos tém sido buscados para utilizacdo no processo de producdo de
etanol, bem como, o desenvolvimento de linhagens de leveduras capazes de
degradar celulose. As bactérias anaerdbicas do género Clostridium e mais
especificamente a espécie Clostridium thermocellum, é um dos microrganismos
promissores neste tipo de processo, pois é extremamente eficiente na degradacao
de biomassa celuloésica para producdo de acUcares fermentaveis e capaz de

fermentéa-los a etanol (Roberts et al., 2010; Xu et al., 2010).

1.5 Hidrolise da celulose por bactérias do género Clostridium

Clostridium thermocellum € uma bactéria formadora de esporos, em forma
de bastonete, flagelada, anaerobica, termofilica e gram-positiva, conhecida pela alta
capacidade de degradacdo de substratos celulésicos e pela presenca de um
complexo enzimatico denominado celulossoma. No inicio da década de 80, Bayer e
colaboradores identificaram e descreveram o primeiro celulossoma, com base nos
estudos do sistema celulolitico da bactéria C. thermocellum (Bayer et al., 1983;
Lamed et al., 1983). Inicialmente, o celulossoma foi considerado apenas uma
estrutura para a hidrélise de celulose, mas na investigagdo em estudos posteriores
foi reconhecido como um complexo macromolecular especialmente adaptado para a
hidrolise de polissacarideos insoluveis, com uma diversidade de atividades
cataliticas (Schwarz, 2001; Lynd et al., 2002; Bayer et al., 2008).
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A presenca do celulossoma néo é restrita a C. thermocellum, e pode ser
encontrado em bactérias anaerdbicas como Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides
cellulosolvens, Clostridium cellobioparum, Clostridium cellulovorans, Ruminococus
albus, Ruminococcusmflavefaciens e em fungos anaerdbicos, ainda pouco
caracterizados, como os do género Neocallimastix, Orpinomyces, e Piromyces (Felix
et al., 1993; Fontes et. al.,, 2010). Nesse contexto, acredita-se que o ambiente
anaerdbico apresenta uma presséo seletiva maior para a evolugdo de maquinarias
altamente eficientes para a degradacdo de substratos como o0s polimeros
recalcitrantes cristalinos da parede cellular vegetal. Dessa forma, a organizacdo de
enzimas no celulossoma parece ser uma das estratégias alternativas adotadas pelos

anaerobicos para a degradacao das plantas (Bayer et al., 2004).

Os celulossomas de C. thermocellum tém massa molecular variando de 2 a
6,5 MDa, podendo formar agregados denominados policelulossomas que chegam a
100MDa. O componente mais importante do celulossoma e a maior subunidade
deste complexo é o mdédulo ndo enzimatico denominado scaffolding (CipA), que é
uma proteina estrutural. Esta proteina reune as celulases ancorando assim as
subunidades cataliticas que se alinham a fibra de celulose ou ao substrato a ser
degradado, com massa molecular de 210kDa. A CipA é composta de um dominio de
ligacdo a celulose (CBD) e nove dominios coesina tipo | que interagem
especificamente com um dominio de aminoacidos conservado nas enzimas
constituintes do complexo, denominado dominio doquerina tipo | (Figura 5) (Felix et.
al., 1993; Bayer et al.,, 2008). Ja4 foram sequenciados pelo menos oito genes de
proteinas estruturais: cipA de C.thermocellum, cbpA de C. cellulovorans,, cipC de C.
cellulolyticum, cipA de C. josui, cipA de C. acetobutylicum, scaB de Ruminococcus
flavefaciens, cipBC de Bacterioides cellulosolves e cipV de A. cellulolyticus (Demain
et al., 2005).
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Figura 5. Esquema do celulossoma da bactéria Clostridium thermocellum. Modificado de
Demain et al. (2005).

A montagem do celulossoma ocorre com a interagdo entre os modulos
doquerina das unidades cataliticas celulossomais e os médulos coesina da proteina
estrutural. As doquerinas tipo | ndo desempenham funcéo catalitica e consistem de
aproximadamente 70 residuos de aminoacidos que contém dois segmentos
duplicados, com cerca de 20 residuos cada; residuos calcio-ligantes (acido aspartico
e asparagina) sao altamente conservados. Os mddulos coesina tipo |, formados por
uma sequéncia de aminodcidos conservada e repetitiva, sdo responsaveis pela
ligacdo especifica dos moédulos doquerina tipo | de forma muito estavel, embora
sejam incapazes de distinguir entre as doquerinas presentes nas diversas enzimas
celulossomais (Tokatlidis et al., 1991; Salamitou et al., 1992; Bomble et al., 2010).

A ligacdo da proteina estrutural a superficie das células bacterianas é feita
por meio de um médulo doquerina tipo Il e um mddulo coesina-doquerina tipo Il que
interagem diretamente com os dominios de ancoramento de membrana encontrados
na camada de proteinas S (SLH- S layer homology), que podem ser OIpB, OIpA,
OIpC, Orf2p ou SdbA (Raman et al., 2009; Fontes et. al., 2010). Véarios genes de
enzimas celulossomais ja foram descritos e estes possuem em comum a presenca

pY

do dominio ligante a coesina do tipo | (dominio dockerina tipo I). As atividades
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cataliticas e o nUmero de subunidades constituintes dos celulossomas variam entre

as diferentes espécies de bactérias anaerobicas (Zverlov et al., 2005).

O complexo enzimatico de C. thermocellum apresenta uma alta atividade em
celulose cristalina, também chamada de atividade celulolitica verdadeira,
caracterizada pela completa solubilizacdo de formas cristalinas da celulose como
algodao e Avicel. Uma caracteristica particular no crescimento de C. thermocellum
em celulose € a producao de uma substancia amarela que reveste este substrato em
especifico. Essa substancia € conhecida como yellow affinity substance (YAS) e foi
caracterizada como um pigmento semelhante aos carotendides; sua possivel funcao
pode ser facilitar a ligacdo da bactéria ao substrato insoltvel ou ainda agir como um

sinal de sintese e/ou secrecao de celulases (Felix et. al., 1993; Kopec¢ny, 1997).

As vantagens da degradacéo de biomassa vegetal pelos celulossomas estao
baseadas em duas hipoteses: 1) A proximidade de isoformas de enzimas podendo
promover a acao sinérgica na hidrolise do substrato cristalino, o que possibilataria
uma acao hidrolitica mais efetiva quando comparadas as enzimas na forma livre e 2)
enzimas que apresentam alta taxa de hidrolise de determinados substratos reunidas
em no complexo, ancoradas na proteina estrutural, aumentaria as taxas de

conversédo (Bomble et al., 2010).

Como forma de testar as hipoteses apresentadas, foram iniciados estudos
para a construcdo de celulossomas quimeéricos. Os celulossomas foram construidos
primeiramente com apenas dois modulos coesina e duas celulases, em seguida foi
testada a substituicho da celulase por uma hemicelulase, o que foi
comprovadamente mais eficaz na atividade catalitica de substratos com organizacao
mais complexa. Com o estudo do efeito de numero de coesinas observou-se um
aumento de atividade com o maior numero desses modulos, porém, a chave da
eficiéncia esta relacionada com a concentracao enzimatica (Fierobe et al., 2002; Cha
et al., 2007; Ding et al., 2008).

Mingardon (2007) observou o efeito de ligacdo e proximidade com a
construgcdo de celulossomas com varias geometrias, ou seja, diferentes

organizacdes da proteina estrutural e dos modulos de ligacdo aos carboidratos.
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Nesse estudo, concluiu-se que a mobilidade e flexibilidade das enzimas € um
parametro critico na eficiéncia do celulossoma. Em estudos com a reunido das
enzimas livres que apresentam alta atividade em uma proteina estrutural de
diferentes espécies, como as celulases de Thermobifida fusca, foi observado melhor
atividade quando comparada as enzimas em sua forma livre (Caspi et al., 2008).
Dessa forma, estédo abertas as possibilidades para a construcdo de celulossomas
quiméricos com uma proteina estrutural que abriga uma variedade de enzimas de

interesse.

Outro fator que pode ser utilizado nos celulossomas quiméricos é a
modificacdo de propriedade de enzimas como, por exemplo, 0 aumento da
termoestabilidade. Yi e colaboradores (2011) observaram que a endoglicanase CelA
de C. thermocellum teve sua termoestabilidade aumentada devido a introducédo de
residuos de glicina (Gly) e prolina (Pro) em trés posi¢des da superficie protéica. Este
tipo de alteracdo podera ser estendida para a modificacdo de outras proteinas

termofilicas de interesse.

1.6 A Analise protebmica no estudo de anaerodbicos

O termo proteoma foi usado pela primeira vez em 1995 para descrever o
complemento protéico do genoma, que logo em seguida deu origem a area de
pesquisa denominada prote6bmica. A proted6mica € o estudo de um conjunto de
proteinas podendo relacionar com o seus niveis de expressdo, modificacbes pos-
traducionais e interacdes. Esta andlise é realizada em larga escala para obter uma
visdo global e integrada de uma rede de processos celulares, podendo ser também
considerado como o genoma funcional a nivel protéico (Blackstock et. al., 1999).

O proteoma é dindmico, pois € definido pela combinacdo do genoma, do
meio ambiente e até do histérico celular, possibiltando o monitoramento, em
paralelo, do nivel de expressédo de genes e proteinas em diferentes condi¢cdes de

cultivo e estagios de desenvolvimento. Desta forma, as células possuem diferentes
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proteomas dependendo da situacdo a qual estd submetida, e sua analise pode
possibilitar a identificagdo de proteinas especificamente expressas nestas situagoes,
assim como, a sua abundancia, estado de modificacdo e componente de complexos

protéicos (Issaq, 2001).

Dentre as tecnologias de analise protedmica, a eletroforese em
poliacrilamida gel bidimensional (2DE) descrita inicialmente por O’Farrel (O'farrell,
1975) é a mais utilizada atualmente. Esta técnica baseia-se na separacdo de
proteinas em funcdo de sua carga elétrica e massa molecular, 0 que aumenta a
resolucdo de separacao destas, possibilitando assim, uma melhor caracterizacao
das proteinas presentes em uma determinada condicao (Issaq et. al., 2008).

A andlise em espectrometria de massas € um método de escolha para a
identificacdo de proteinas e caracterizacdo das suas modificacdes pos-traducionais.
O funcionamento do espectrometro de massas € baseado na fase gasosa de
analitos ibnicos, sendo formado por uma fonte de ions, um analisador de massas,
que mede a relagdo massa-carga (m/z) dos analitos ionizados, e um detector que
registra o numero de ions, em cada valor m/z. A identificacdo de proteinas por
peptide mass fingerprint (PMF), conhecida como mapeamento de peptideos
geralmente é realizada utilizando a desorcao e ionizacao a laser assistida por matriz
com analisadores por tempo de voo (MALDI-TOF), como resultado de sua
simplicidade, precisdo de massa excelente e da alta resolugdo. Neste meétodo, as
proteinas sao identificadas pela correspondéncia das massas de peptideos
derivadas de uma digestéo proteolitica “in-gel” com uma lista de massas tedricas de
peptideos obtidos de proteinas digeridas utilizando a mesma enzima (geralmente
tripsina), utilizando o programa MASCOT (www.matrixscience.com) (Aebersold e
Mann, 2003).

As modificacdes poés-traducionais (MPT) s&o eventos covalentes que
promovem alteracdes nas propriedades protéicas por clivagem protéica ou adicéo de
um grupo de um ou mais aminoacidos, como por exemplo, glicosilacéo, fosforilacao,
acetilacdo e metilacdo. Essas MPT podem determinar o estado ativo, a localizacéo,
funcdo, estabilidade, ou interagbes com outras proteinas. Por exemplo, as

fosforilagbes mudam a carga protéica e normalmente sdo indicadas por uma
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sequéncia de spots de proteinas na horizontal no gel bidimensional. A massa
geralmente ndo é suficiente para determinar a natureza da modificacdo, e 0s
peptideos devem ser fragmentados por MS para identificar o peptideo e localizar sua

modificacdo (Mann et. al., 2003).

Para o estudo do proteoma funcional, geralmente este € dividido em
conjuntos especificos do proteoma total, os chamados sub-proteomas. Dentre estes
existem os sub-proteomas de organelas (mitocondria, nucleo), de proteinas com
modificacdes pds-traducionais (glicoproteoma, fosfoproteoma) e 0 secretoma
(conjunto de proteinas secretadas por um organismo e maquinaria celular envolvida

em sua secrecao) (Tjalsma et al., 2000; Godovac-Zimmermann et. al., 2001).

Poucos trabalhos de proteémica foram realizados com anaerdbicos, a
maioria para o estudo de viruléncia de bactérias patogénicas como as C. sordellii e
C. perfringens (Alam et al., 2008; Alam et al., 2009; Kachman et al., 2010). A analise
das proteinas da fracdo associada a celulose para verificar a presenca de proteinas
celulossomais foi inicialmente realizada utilizando eletroforese unidimensional
desnaturante (SDS-PAGE). Um dos primeiros trabalhos de analise protéica do
celulossoma, ainda denominado fator de ligacdo a celulose, foi feito por Lamed a
colaboradores (1983), no qual foram encontrados quatorze polipetidios distintos,
com massa molecular variando de 48 a 210KDa. Em seguida, Bayer (1985) analisou
a expressao distinta das proteinas celulossomais de C. thermocellum crescido em

Avicel e celobiose.

No entanto, este tipo de analise limita 0 nimero de proteinas a ser analisada
e esta sendo substituida pelo mapeamento de proteinas celulossomais utilizando a
eletroforese bidimensional. Trabalhos realizados com as bactérias anaerobicas
mesofilicas C. cellulovorans e C. cellulolyticum indicaram que a expressdo de
enzimas celulossomais e ndo celulossomais variam de acordo com a fonte de
carbono disponivel (Han et al., 2004; Blouzard et al., 2007; Blouzard et al., 2010).

Trabalhos visando a caracterizacdo do secretoma de C. thermocellum ja
foram descritos. Em 2005 foi realizada a primeira analise das proteinas secretadas

por esta bactéria em meio de cultura contendo celulose microcristalina como Unica
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fonte de carbono, sendo identificadas treze proteinas celulossomais secretadas em
meio de cultura (Zverlov et al., 2005). Em seguida, foram mapeadas as proteinas de
membrana diferencialmente expressas em linhagens tolerantes e nao tolerantes a
etanol (Williams et al., 2007). Gold e colaboradores (2007) forneceu uma visao
global do celulossoma em C. thermocellum quando cultivada em meio de cultura
contendo celulose e celobiose como fonte de carbono, sendo observada a maior
expressdo de proteinas ancoradoras de membrana OlpB, exoglicanases, glicosil
hidrolases da familia 9 (GH9), endoglicanase CelJ para as culturas em celulose e de
GHS8 endoglicanase Cel A, GH5, endoglicanases CelB, CelE, CelG, e hemicelulases

XynA, XynC e XghA para culturas em celobiose.

O perfil de proteinas secretadas, secretoma, de bactérias anaerdbicas como
C. thermocellum, C. cellulovorans e C. cellulolyticum tanto de celulases como de
outras subunidades celulossomais é dependente de diferentes fontes de carbono
(Dror et al., 2003; Han et al., 2004; Gold et. al., 2007; Cho et al., 2010). As analises
para verificar a expressao diferencial dessas enzimas foram realizadas para culturas
provenientes de cultivos em celobiose, celulose microcristalina, pectina, xilana e
misturas destes componentes, como fonte de carbono. O perfil de proteinas
secretadas na presenca de biomassa lignocelulésica foi descrito apenas na
degradacdo de fibra de milho e de uma graminea de crescimento rapido

(switchgrass) (Raman et al., 2009).

Estudos realizados com a bactéria Cellulomonas flavigena mostram a
expressao diferencial de celulases e xilanases de filtrados provenientes de culturas
contendo diferentes fontes de carbono como xilana e bagaco de cana de acucar,
sendo o0 secretoma neste Ultimo o que apresentou maior diversidade de proteinas
(Sanchez-Herrera et al., 2007). Sendo assim, ainda sdo necessarios estudos que
abordem o conhecimento de controle da expressdo dos genes que codificam
enzimas hidroliticas de biomassa lignoceluldsica, como o bagac¢o de cana de agucar,
e que desta forma contribuam para a otimizagdo da producao industrial de etanol a

partir de residuos agricolas.
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2 JUSTIFICATIVA

O uso de biomassa lignocelulésica na producao de etanol se inicia pela intensa
hidrolise de suas estruturas para a obtencdo de acgucares fermentaveis, sendo este
um dos processos alvo de pesquisa mundial. Bactérias anaerdbicas produzem um
complexo enzimatico eficiente na hidrélise de celulose em mondémeros de glicose, ou
seja, acucares fermentaveis, e, portanto, possuem grande potencial para utilizacédo
na pré-hidrélise desta biomassa para producdo de bioetanol. O estudo destas
bactérias tornar-se-4 cada vez mais atrativo haja vista a possibilidade de gerar
conhecimentos que resultem na reducdo do custo de producdo do bioetanol

celulésico.

A bactéria anaerodbica, termofilica e gram-positiva Clostridium thermocellum
possui um complexo enzimético denominado celulosoma, que apresenta atividade
celulolitica verdadeira, ou seja, este complexo € capaz de hidrolisar totalmente a
celulose cristalina. Além disso, microorganismos termofilicos possuem a grande
vantagem de suportar altas temperaturas, o que diminui o risco de contaminagao e
possuem enzimas termoestaveis, alguns dos fatores importantes em processos
industriais. Dessa forma esta bactéria anaerdbica se torna um candidato atraente

para aplicacdo na bioconversao de celulose a etanol combustivel.

Neste contexto, 0 presente projeto tem como principal objetivo a investigacao
da producdo de enzimas holoceluloliticas por isolados de Clostridium thermocellum
(ISO1 e 1S0O2), utilizando técnicas classicas de enzimologia, assim como analise

protedmica dos secretomas produzidos em diferentes fontes de carbono.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar a producéo de atividades enzimaticas
celuloliticas e hemiceluloliticas por dois isolados da bactéria anaerdbica termofilica
celulolitica Clostridium thermocellum, 1ISO1 e 1SO2, quando cultivados em meio de
cultura contendo celulose cristalina e bagaco de cana-de-agclucar como fonte de

carbono,e analisar o perfil de proteinas secretadas em cada uma destas condicdes.

3.2 Objetivos Especificos

— Avaliar o crescimento dos isolados ISO1 e ISO2 crescidos em diferentes fontes

de carbono em comparacéao com a cepa de C. thermocellum JW 20 (ATCC 31549).

— Quantificar a atividade enzimatica holocelulolitica dos isolados 1SO1 e 1SO2,

obtida pelas proteinas secretadas no meio de cultura e ligadas ao substrato residual.

— Analisar por eletroforese unidimensional e bidimensional o perfil de proteinas
secretadas no meio de cultura e ligadas ao substrato residual, celulose ou bagaco

de cana.

— Comparar o perfil protéico para os isolados crescidos em diferentes fontes de
carbono e identificar as proteinas secretadas no meio de cultura por espectrometria

de massas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Manutencao e cultivo dos microorganismos

Foram utilizados neste trabalho os isolados 1ISO1 e 1SO2, obtidos de dejetos
de caprinos, por Eduardo de Aquino Ximenes e Carlos Roberto Felix, e identificados
pelo sequenciamento do DNA ribossdmico 16S como C. thermocellum e a cepa de
C. thermocellum JW20 (ATCC 31549) (CthJW), cedida gentilmente pelo Dr. Lars G.
Ljungdahl (Georgia Power Distinguished Professor of Biotechnology), do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da Universidade de Georgia, nos
Estados Unidos. Os isolados foram mantidos em meio redutor liquido (Freier et al.,
1988), com madificacdes, utilizando como substrato celulose microcristalina fibra
longa (Sigma Aldrich®) a 2% e bagaco de cana de aclcar a 0,5%, em condicbes
anaerobicas. O bagaco de cana provém da espécie Saccharum officinarum e foi
obtido na Fazenda Monjolo, em Cabeceiras-GO, no ano de 2007. Para utilizacéo
como fonte de carbono no cultivo das bactérias anaerébicas o bagaco foi tratado da
seguinte forma: autoclavado 1h a 120°C, seco em estufa a 60°C por 12h e em

seguida moido.

O meio redutor foi manipulado da seguinte forma: nos frascos de cultivo de
30 e 100mL contendo o meio de cultura foi adicionado nitrogénio gasoso (N,) para
manutencdo da condigdo anaerObica e em seguida estes foram lacrados e selados
com anéis de aluminio. Para a obtencéo da curva de crescimento dos isolados em
diferentes tempos foi realizado o cultivo a 60°C e o crescimento celular foi
guantificado medindo-se a densidade 6tica do sobrenadante da cultura com

espectofotdbmetro a 650nm.
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4.1.1 Efeito datemperatura no crescimento dos isolados ISO1 e ISO2 e cepa
CthJw.

Amostras dos isolados ISO1 e ISO2 e cepa CthJW foram inoculadas no
meio de cultura redutor (30mL) ajustado para o pH 7, e em seguida foram incubadas
nas temperaturas de 37, 50, 60 e 70°C, por 48h. O in6culo inicial foi feito a partir de
3mL de uma cultura de cada um dos isolados previamente cultivada por 48 horas.
Os frascos de cultivo inoculados com as bactérias foram agitados trés vezes ao dia e
a taxa de crescimento avaliada ao final das 48 horas medindo-se a absorbancia a
650nm.

4.1.2 Efeito do pH no crescimento dos isolados ISO1 e ISO2 e cepa CthJW.

Amostras dos isolados ISO1 e ISO2 e cepa CthJW foram inoculadas no meio
de cultura redutor (30mL) com o pH ajustado para 5, 6, 7, 8 ou 9 inoculados e foram
incubados por 48h a 60°C. Os frascos de cultivo inoculados com as bactérias foram
agitados trés vezes ao dia e a taxa de crescimento avaliada ao final das 48 horas

medindo-se a absorbancia a 650nm.

4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A celulose residual do meio de cultura liquido contendo as bactérias foi
secada em estufa a 60°C e analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV)
no Laboratorio de Microscopia Eletrénica da Universidade de Brasilia — UnB, sob a

supervisao da Prof. Dra. S6nia Nair Bao, no més de novembro de 2009.

A amostra foi secada ao ponto critico no equipamento CPD 030-Balzers e
metalizada com ouro no equipamento Sputter Coater 050-Balzers, para posterior
visualizacdo no microscopio de varredura JSM 840. O mesmo foi feito para uma

amostra controle de substrato (sem ter sido submetida a hidrélise enzimatica).
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4.3 Preparo das amostras enzimaticas

Para avaliacdo da atividade holocelulolitca as culturas obtidas pelo cultivo a
60°C, pH 7,0 por 48 horas foram filtradas a vacuo utilizando papel de filtro (tamanho
do poro da membrana), os filtrados em seguida foram submetidos a centrifugacéo a
5000rpm por 10min para a separacao das células. Os sobrenadantes obtidos foram
dialisados utilizando membranas de dialise com retencdo de 7kDa, contra dois litros
de 4gua destilada por 24h Estas amostras foram entdo concentradas dez vezes por
ultrafiltracdo utilizando membranas com retencdao de 10 kDa (PM10 Millipore Co.,
MA, EUA), pressdo de 2,5 kgflcm® e temperatura de 10°C. As amostras
concentradas em seguida foram armazenadas a 4°C para sua utilizacdo na
quantificacdo de proteinas, nos ensaios enzimaticos e analises eletroforéticas.
(Figura 6).

Para a obtencdo das proteinas ligadas ao substrato residual, a celulose
microscristalina e o bagaco de cana retidos no papel de filtrado foram lavados
separadamente duas vezes com 50mL de Tampao Tris-HCI 0,5M pH 8,0 para
retirada apenas das proteinas associadas ao substrato de forma inespecifica. Nesse
sentido, € importante destacar que as proteinas celulossomais permanecem ligadas
ao substrato, devido ao tipo de ligacdo que estas apresentam que nao € desfeita em
contato com o tampao de alta salinidade. Em seguida foi feita a eluicdo das
proteinas celulossomais, pela lavagem com 30mL de agua destilada, a mistura de
cada substrato residual/agua destilada foi centrifugada a 5000rpm por 20min, e o
sobrenadante foi coletado e utilizado como fonte de atividade enzimatica, repetindo-
se este processo duas vezes. Estas amostras foram concentradas dez vezes por
ultrafiltracdo utilizando membranas com retencdo de 10 kDa (PM10 Millipore Co.,
MA, EUA), pressdo de 2,5 kgflcm? e temperatura de 10°C. As amostras
concentradas em seguida foram armazenadas a 4°C para sua utilizacdo na
quantificacdo de proteinas, nos ensaios enzimaticos e analises eletroforéticas.
(Figura 6).

38



Universidade de Brasilia ]
Departamento de Biologia Celular

Programa de Pds-graduacdo em Biologia Molecular
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Figura 6. Esquema das etapas de preparagdo das amostras enzimaticas de C. thermocellum
apos crescimento em meio liquido redutor contendo celulose cristalina a 2% ou bagaco de cana

a 0,5%.

4.4 Determinacdo da concentracdo de proteinas

A concentragdo de proteinas nas amostras foi determinada utilizando-se o

método de Bradford (Bradford, 1976) e albumina sérica bovina como padrdo. O

ensaio foi realizado com a incubacdo de 100 pL de amostra protéica e 1mL do

reagente de Bradford por 5 min, seguido da leitura de absorbancia a 595nm.
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4.5 Quantificacdo da atividade enzimatica

As determinacdes das atividades de endoglicanase, exoglicanase, xilanase e
pectinase foram realizadas utilizando CMC (carboximetil celulose), celulose
microcristalina (AVICEL), xilana e pectina como substrato, respectivamente,
detectando a concentracdo de acUcares redutores produzidos de acordo com

procedimento descrito por Miller (1959).

Nos ensaios para endoglicanase, xilanase e pectinase foram incubados
100pL dos respectivos substratos a 1% (m/v) em tampéao fosfato de sédio 0,5M pH
6,0 com 50pL de amostra enzimatica a 60 C durante 30 minutos. No ensaio para
AVICELase foram incubados 100 pyL de AVICEL a 1% (m/v) em tampao fosfato de
sédio 0,5M pH 6,0 DTT (2,5mM) e CacCl, (2,5mM) com 100uL de amostra enziméatica
a 60°C durante 2 horas. Apds o tempo de reacdo adequado de cada ensaio, 300pL
do reagente de DNS foram adicionados, asolu¢cdo com o reagente foi fervida por 10
minutos. Ao final, ImL de agua destilada foi adicionado a cada tubo de ensaio e a

leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotobmetro a 540 nm.

As atividades enzimaticas foram expressas como unidades internacionais
(Ul) que corresponde a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de
acucar redutor por minuto de reacéo (Mandels et al., 1976).Todos os ensaios foram
realizados em triplicata. Para a determinacdo da quantidade de acucar redutor
liberado durante os ensaios enzimaticos foram construidas as curvas de calibracao
com 0s monossacarideos que formam as cadeias principais dos respectivos

polissacarideos - glicose, xilose a acido galacturdnico.
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4.6 Preparo das amostras protéicas para eletroforese em gel de

poliacrilamida SDS-PAGE e eletroforese bidimensional.

As amostras utilizadas nas analises eletroforéticas foram obtidas de um pool
de proteinas correspondendo a trés cultivos de cada isolado. Para a analise em gel
unidimensional, SDS-PAGE,20 pg de proteinas dos sobrenadantes das culturas e
fracdo de proteinas eluidas do substrato residual, obtidos como descrito no item 4.1,
foram liofilizados e ressuspensos em tampdo de amostra. Para a eletroforese
bidimensional (2DE), 500ug de proteinas dos sobrenadantes das culturas dos
isolados ISO1 e 1SO2, e da cepa CthJw foram precipitadas com acido
tricloroacético (TCA) a 10% (v/v) em 80% de acetona, por 1h & -20°C . Em seguida
as amostras foram centrifugadas a 14000rpm por 20min a 4°C. O precipitado foi
lavado trés vezes com o0 mesmo volume de acetona. As amostras foram

acondicionadas a -20°C até a sua utilizagcao na focalizag&o isoelétrica.

4.7 Eletroforese SDS-PAGE e bidimensional

As analises em SDS-PAGE foram realizadas conforme procedimento
descrito por Laemmli (1970), utilizando gel de poliacrilamida a 10% (m/v), a
temperatura ambiente e com corrente constante de 30mA. Foram aplicados os 20ug
de proteina liofilizados ressuspendidos em 10L de tamgo de amostra. O gel foi

corado com prata como descrito por (Blum et al., 1987).

Para a andlise em gel bidimensional, 500g de protdnas precipitadas com
acido tricloroacético (TCA) foram ressuspendidas em 250 de tampfo de re -
hidratacdo composto por 8M de uréia, 2M de tiouréia, 2% (v/v) de CHAPS, 0,5%
(m/v) de anfdlitos e tracos de azul de bromofenol. Em seguida as amostras foram
aplicadas em uma tira de gradiente de pH (strips) de 18 cm com faixa de pH linear
(4-7). As tiras embebidas com as amostras foram incubadas por 14 horas a

temperatura ambiente, e posteriormente utilizadas na focalizacdo isoelétrica
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(primeira dimensao). A corrida da primeira dimensao foi realizada utilizando o
aparelho Ettan IPGphor Ill (GE® Healthcare Life Sciences) nas seguintes condicées:
500 V 30 min, 1000 V por 1h, 3500 V por 1h e 8000 V com acumulo de 45000Vh,
totalizando 54000Vh, com corrente elétrica de 30mA e potencial de 5W, a 15°C
totalizando 11 horas de corrida. Apos a focalizagéo isoelétrica as tiras de gradiente
de pH foram reduzidas em solugdo de equilibrio com DTT 125mmol/L, durante 15
minutos, e em seguida alquilados na mesma solucdo de equilibrio com
iodoacetamida 300mmol/L. Para a segunda dimenséo as tiras de gradiente de pH
foram incubadas em tampao de equilibrio Tris-HCI 50 mM pH 8,8 contendo 6M de
uréia, 30% (v/v) de glicerol, 2% (p/v) de SDS, 0,002% (m/v) de azul de bromofenol e
2,5% (m/v) de iodoacetamida, 0,5% (m/v) de agarose e 0,002% (m/v) de azul de
bromofenol. ApOs este processo, as tiras foram colocadas sobre o gel de
poliacrilamida a 10% (m/v) utilizando a cuba de eletroforese “DALTI-six” (GE®
Healthcare Life Sciences), e submetido a corrente elétrica constante de 40mA por 4
horas sob refrigeracéo a 20°C. Os géis foram realizados em triplicata para cada uma
das condi¢cdes de cultivo e corados com comassie blue G-250 como descrito por
Neuhoff et al. (1988).

4.8 Andlise de imagens

Os géis resultantes foram digitalizados utilizando o “Image Scanner’ (GE
Healthcare Life Sciences) e o programa “Powerlook 1120” (GE Healthcare Life
Sciences). A andlise das imagens foi realizada utlizando-se o0 software
“ImageMaster Platinum” versdo 6.0 para deteccdo dos pontos protéicos spots
presentes em cada gel, assim como para avaliar o padrao diferencial de spots em
cada uma das condicdes de cultivo e para os diferentes isolado de C. thermocellum.
Neste caso as comparagOes foram realizadas utilizando o volume relativo dos spots.
Para verificar a significAncia estatistica entre os volumes relativos dos spots foi

aplicado o teste estatistico de analise de variancia (ANOVA).
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4.9 Identificacdo de proteinas por espectrometria de massa

Os spots foram recortados dos géis bidimensionais e submetidos a trés
lavagens sucessivas com agua milli Q, solucdo de acetonitrila 50% (v/v) e em
seguida duas lavagens sucessivas com solucdo de bicarbonato de amdnio 50mM e
acetonitrila 100%. Apdés secagem a vacuo por 20min os spots foram rehidratados
com 8pl da solucéo de tripsina (Promega™) (12,5ng/ul) em tampéo bicarbonato de
amonio 25mM e cloreto de calcio 2,5mM. Apds a incubacao a solucédo excedente foi
retirada e novamente adicionado 8ul do tampao de bicarbonato de amdnio 25mM e
cloreto de calcio 2,5mM utilizado acima e os spots foram incubados durante a noite a
37°C. Para a analise no espectrometro de massa foi adicionado 1ul de TFA 1% as
amostras digeridas, e uma aliquota de 1pl do sistema de digestdo foi aplicada na
placa Anchorchip ™ (Bruker). Ap6s a secagem da amostra foi adicionado 0,5uL da
solucdo de matriz DHB (2,5 &cido dihidroxibenzédico) 5ug/uL em acetonitrila 30%

(m/v) e &cido trifluroacético 0,1% (m/v).

Os espectros dos peptideos tripticos foram adquiridos utilizando o
equipamento MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics). As massas dos
espectros foram calibradas externamente com o “kit Pep Mix” (Promega™). Os
espectros foram analisados para retirada de fragmentos queratina e tripsina e de
fontes ndo protéicas, como detergentes e plasticos, e as listas de peptideos tripticos
gerados para cada spot foram utilizadas para a sua identificacdo por comparacéo
com sequéncias de proteinas depositadas na base de dados nao redundante NCBI,
utilizando o software MASCOT (Matrix Science).Seguindo 0s seguintes parametros
de busca: categoria taxondmica Firmicutes (gram positiva), erro maximo permitido de
200 ppm , oxidacao da metionina e consideracdo de maximo uma perda na clivagem
da tripsina. Foram consideradas identificacbes as proteinas com escore maior que
70.
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4.10 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pela analise de
variancia com o teste t de Student ndo-pareado a um nivel de significancia fixado de
p<0,05 (5%), para comparar a média entre dois grupos independentes, utilizando-se
0 programa estatistico PAST Paleontological Statistics v.2.07. Os resultados foram

expressos como média * desvio padréao.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao do crescimento dos isolados

O crescimento dos isolados de C. thermocellum foi monitorado pela leitura
da densidade Optica do sobrenadante das culturas em diferentes tempos de cultivo e
em meio de cultura contendo celulose cristalina ou bagaco de cana como fonte de
carbono. Todos os isolados apresentaram taxas de crescimento aumentando
progressivamente em relacdo ao tempo de cultivo até o tempo de 48h. Apds este
tempo a taxa de crescimento dos isolados ISO1, ISO 2 e CthJw, em meio contendo
celulose como fonte de carbono permaneceu inalterada, e decaiu para culturas
contendo o bagaco de cana de acgucar pré-tratado como fonte de carbono (figura 7 e
8).

A partir de 39h de cultivo em meio contendo celulose cristalina o 1SO1
apresentou taxa de crescimento significativamente maior em relagdo aos demais
isolados, para o0 meio contendo bagaco de cana esta diferenca foi observada para o
ISO 2. No tempo de 48h, o maior valor de absorbancia observado foi para o 1ISO1
(1,932 + 0,234 nm), que apresentou uma diferenca significativa em relagdo aos
demais isolados, 1ISO2 (1,364 = 0,420 nm) e o controle CthJW (1,375 £ 0,211 nm).

Na Figura 8, esta representado o crescimento dos isolados utilizando bagaco
de cana como fonte de carbono. Assim como nos meios contendo celulose
microcristalina, o tempo de 48h foi 0 que apresentou 0 maior crescimento para 0s
trés isolados, mas com diferenca significativa do 1SO2 (1,618 + 0,043 nm) em
relacdo ao I1ISO1 (1,069 + 0,022 nm) e CthJw (1,225 + 0,009 nm).
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Figura 7. Curva de crescimento dos isolados de C. thermocellum — ISO1, I1SO2 e
CthJW, quando cultivados a 60°C, por 65h, em meio contendo celulose cristalina a 2%
como fonte de carbono. O crescimento foi acompanhado pela leitura da absorbéncia da
cultura a 650 nm. * p<0,05.
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Figura 8. Curva de crescimento dos isolados de C. thermocellum — 1SO1, ISO2 e CthJw,
guando cultivados a 60°C, por 65h, em meio contendo bagaco de cana de aclcar a 0,5%
como fonte de carbono. O crescimento foi acompanhado pela leitura da absorbéncia da
cultura a 650 nm. * p<0,05.
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No tempo de 65h do crescimento em bagaco de cana foi observado uma
gueda significativa no valor da absorbancia indicativa do crescimento, diferente da

manutencao desss valores observados em celulose microcristalina.

A mesma medida da densidade Optica do sobrenadante das culturas
utiizada para determinar o melhor tempo de crescimento dos isolados de C.
thermocellum ISO1, 1ISO2 e cepa CthJW, foi utilizada para analisar o crescimento
destes isolados utilizando celulose microcristalina como fonte de carbono em
diferentes temperaturas (figura 9) e pHs (figura 10).

As figuras 9 e 10 representam o crescimento dos isolados em celulose
microcristalina como fonte de carbono em temperaturas variando de 37 a 70°C e
pH’'s de 5 a 9, respectivamente . Os valores mais significativos de densidade Optica
foram obtidos na temperatura de 60C e pH 7,0. N&o sendo observadas diferengas

entre os isolados com relacéo a temperatura e pH adequados para seu cultivo.
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Figura 9. Crescimento dos isolados de C. thermocellum — 1SO1, ISO2 e Cth JW, quando
cultivados em temperaturas variando de 37 a 70°C, por 48h - em meio contendo celulose
cristalina a 2% como fonte de carbono. O crescimento foi acompanhado pela leitura da
absorbéancia a 650 nm. * p<0,05.
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Figura 10. Crescimento dos isolados de C. thermocellum — ISO1, 1SO2 e CthJW, quando
cultivados a 60°C em pHs variando de 5 a 9, por 48h - em meio contendo celulose cristalina
a 2% como fonte de carbono. O crescimento foi acompanhado pela leitura da absorbancia a
650 nm. * p<0,05.

N&o foi observada diferenca significativa para o crescimento do isolado
CthJw na temperatura de 50°C (0,243 = 0,008 nm) quando comparado para o
cultivo a 60°C. Entretanto, os outros dois isolados apresentaram crescimento
significativamente menor a 50°C em comparacdo a 60°C. Foi observado
crescimento dos isolados a 37°C, com uma diferenca significativa do CthJW (0,143 +
0,010 nm) em relagéo ao ISO 1 (0,069 + 0,017 nm) e 1SO2 (0,057 = 0,008 nm). Na
temperatura de 70°C houve crescimento dos trés isolados, porém, significativamente

menor em relacéo ao observado a 50°C e 60°C.

A figura 10 representa o0 crescimento dos isolados em celulose
microcristalina como fonte de carbono em diferentes pHs. O padrédo para o maior
valor de densidade Optica observado nos sobrenadantes das culturas contendo
celulose microcristalina foi em pH 7 para o isolado CthJwW (0,277 + 0,092 nm), com
uma variagao significativa comparado aos isolados 1SO1 (0,194 + 0,063 nm) e 1SO2
(0,164 £ 0,060 nm). Nao houve diferenca significativa dos crescimentos dos isolados
em meios de cultura com os pHs 5, 6, 8 e 9, tanto entre si, como nos diferentes pHs,

com todos as absorbancias apresentando valores inferiores a 0,115 + 0,025 nm.
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5.2 Caracterizacao protéica dos isolados

A concentracdo de proteinas nas amostras obtidas dos concentrados dos
sobrenadantes das culturas e eluidas do substrato residual foi realizada utilizando o
meétodo de Bradford. Os valores obtidos dos sobrenadantes foram significativamente
maiores que os obtidos na eluicdo do substrato residual, em ambas as fontes de
carbono (Tabela 1). Sendo a concentracdo de proteinas eluidas do bagaco de cana
de acucar a menor observada. Além disto, foi detectada uma concentragdo menor
de proteinas nos sobrenadantes das culturas dos isolados ISO1 e ISO2 em relacéo
ao controle CthJw.

Tabela 1. Quantificacdo de proteinas (ug/mL) nas amostras dos sobrenadantes e eluidas do substrato
residual do meio de cultura (celulose cristalina e bagaco de cana) dos isolados de C. thermocellum —
ISO1, ISO2 e Cthaw.

Fonte de carbono solados Proteinas do Proteinas eluidas do
sobrenadante substrato residual

ISO1 220,51 +7,61 174,93 + 1,89

Celulose cristalina 1ISO2 304,13+ 11,25 169,73 + 4,32

Cthaw 347,66 + 20,25* 122,20 + 11,04
ISO1 308,92 £5,14 4,40+ 2,03

Bagaco de cana 1ISO2 315,42 £ 7,19 14,88 £5,41*
Cthaw 405,83 + 8,33* 5,68 £ 2,43

Valores + desvio-padréo. * p < 0,05.
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5.3 Caracterizacado enzimatica dos isolados

A producado de enzimas holoceluloliticas foi avaliada para os isolados de C.
thermocellum 1SO1, ISO2 e cepa CthJW cultivados em meios contendo celulose
microcristalina e bagaco de cana de acucar como fonte de carbono, tanto para os
sobrenadantes como para as proteinas eluidas do substrato residual . As amostras
de sobrenadantes das culturas de todos os isolados de C. thermocellum
apresentaram atividade celulolitica, xilanolitica e pectinolitica. Para a fracdo de
proteinas eluidas do substrato residual foram detectadas as atividades celulolitica e

xilanolitica, tanto em celulose como em bagaco de cana.

Valores mais significativos de atividade de CMCase foram obtidos para as
proteinas eluidas do substrato residual e provenientes do cultivo em celulose. Em
comparacao com o controle CthJW os isolados ISO1 e ISO2 apresentaram atividade
de endoglicanase significativamente menor (figura 11A). Observa-se um padréo para
as atividades de endoglicanase (CMCase) das amostras eluidas do substrato
residual, com os isolados 1SO1, I1ISO2 e cepa CthJW apresentando valores de
atividade enzimatica significativamente maiores para o grupo da celulose (0,0131 +
0,002 Ul/mL, 0,205 + 0,011 Ul/mL e 0,282 + 0,025 UIl/mL, respectivamente) do que
para o grupo do bagaco de cana (0,095 £ 0,007 Ul/mL, 0,110 £ 0,020 Ul/mL e 0,174

+ 0,006 Ul/mL, respectivamente).

As atividades de endoglinase para os sobrenadantes em ambas fontes de
carbono estéo representadas na figura 11B. Os sobrenadantes dos meios de cultura
crescidos em celulose de ISO1 e CTH néo apresentaram variacao significativa das
atividades em relacdo aos crescidos em bagaco de cana. Porém, para 1ISO2 a
atividade em celulose (0,130 + 0,008 Ul/mL) foi significativamente maior que a
observada em bagaco de cana (0,097 + 0,007 Ul/mL).
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Figura 11. Determinacdo da atividade de CMCase nas amostras concentradas de
proteinas eluidas do substrato residual (A) e sobrenadante dos meios de cultura (B)
dos isolados de C. thermocellum — ISO1, ISO2 e Cth JW. As barras brancas
correspondem ao crescimento em celulose microcristalina a 2% e as barras cinzas
em bagaco de cana a 0,5%. * p < 0,05.

A avaliagdo da hidrolise de celulose cristalina foi realizada utilizando o
ensaio de AVICELase, que possibilita a determinacdo da atividade celulolitica
verdadeira. A atividade de AVICELase foi detectada nos sobrenadantes das culturas
e na fracdo de proteinas eluidas do substrato residual, para as culturas contendo
celulose ou bagaco de cana como fonte de carbono. No entanto, para as amostras
de proteinas eluidas do substrato residual as atividades foram significativamente

menores que as obtidas nos sobrenadantes das culturas (figura 12).

Na comparacgéo das fontes de carbono utilizadas é observado um padréo de
maior atividade enzimatica das amostras obtidas da celulose que as de bagaco de
cana. Na figura 12, os sobrenadantes dos isolados ISO1, 1SO2 e CthJW néo
apresentaram diferenca significativa quando crescidos em celulose. No entanto, o
controle Cthw (0,080 + 0,024 Ul/mL) teve um resultado de atividade de degradacé&o
de celulose microcristalina significativamente maior que o ISO1 (0,050 + 0,009
Ul/mL) e 1ISO2 (0,040 + 0,014 Ul/mL).
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Figura 12. Determinacao da atividade de AVICELase nas amostras concentradas de
proteinas eluidas do substrato residual (A) e sobrenadante dos meios de cultura (B)
dos isolados de C. thermocellum — 1SO1, 1SO2 e Cth JW. As barras brancas
correspondem ao crescimento em celulose microcristalina a 2% e as barras cinzas em
bagaco de cana a 0,5%. * p < 0.05.

Os ensaios enziméticos realizados utilizando como substrato a xilana, para
0s sobrenadantes e amostras eluidas do substrato residual dos meios de cultura,
possibilitaram a avaliacdo da atividade xilanolitica de cada isolado. Na figura 13A,
observa-se para as amostras eluidas da celulose atividade xilanolitica do CthJW
(0,289 + 0,007 Ul/mL) com um aumento significativo em relacdo aos demais
isolados, 1SO2 (0,223 + 0,017 Ul/mL) e ISO1 (0,197 + 0,028 Ul/mL).

As atividades das amostras dos sobrenadantes apresentaram valores
superiores aos encontrados para a fragdo de proteinas eluidas da celulose, assim
como quando compara-se as fontes de carbono celulose e bagaco de cana. Este
comportamento nao foi observado apenas para o sobrenadante de CthJw. O ISO2
apresentou a maior atividade de 0,478 + 0,020 Ul/mL, significativamente maior que
as do 1SO1 (0,248 = 0,030 UI/mL) e do CthJW (0,408 £ 0,015 Ul/mL). Comparando-
se os valores de atividades xilanoliticas dos sobrenadantes das culturas em bagaco
de cana, observa-se que o valor obtido para o controle CthJw (0,409 + 0,012 UIl/mL)
é significativamente maior que as dos isolados ISO1 (0,141 = 0,009 Ul/mL) e ISO2
(0,214 + 0,017 Ul/mL). As atividades xilanoliticas ndo apresentaram variacao

significativa do CthJW em ambas fontes de carbono.
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Figura 13. Determinacdo da atividade de xilanase nas amostras concentradas de
proteinas eluidas do substrato residual (A) e sobrenadante dos meios de cultura
(B) dos isolados de C. thermocellum — ISO1, 1SO2 e Cth JW. As barras brancas
correspondem ao crescimento em celulose microcristalina a 2% e as barras
cinzas em bagaco de cana a 0,5%. * p < 0,05.

Conforme pode ser observado na figura 14, as pectinases do sobrenadante
dos meios de cultura, tanto com celulose microcristalina como bagaco de cana, séo
capazes de hidrolisar pectina. Os valores de atividade pectinolitica dos
sobrenadantes dos meios de cultura com celulose dos trés isolados né&o
apresentaram variacdo significativa. Para os sobrenadantes dos meios com bagaco
de cana observa-se a atividade de I1ISO1 (0,229 + 0,026 Ul/mL) com um aumento
significativo em relagdo as atividades de ISO2 (0,168 = 0,035 Ul/mL) e CthJw
(0,173 + 0,056 UI/mL).
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Figura 14. Determinacéo da atividade de pectinase nas amostras concentradas
de proteinas do sobrenadante dos meios de cultura dos isolados de C.
thermocellum — 1SO1, ISO2 e Cth JW. As barras brancas correspondem ao
crescimento em celulose microcristalina a 2% e as barras cinzas em bagaco de
cana a 0,5%.
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5.3 Analise das imagens de Microscopia Eletrénica

A acao dos isolados na degradacao de celulose microcristalina fibra longa foi
evidenciada em analise por analise das imagens de MEV, visualizando o substrato
residual das culturas dos isolados de C. thermocellum. E possivel notar a presenca
da bactéria sobre a celulose nos isolados 1ISO1 (figura 15B), 1SO2 (figural5C) e
Cthdw (figural5D), indicado pelas setas, bem como a degradacédo das fibras em
relacdo ao controle (figura 15A).Nas imagens do substrato residual da cultura do

ISO1 observa-se também a presenca da bactéria aderida ao substrato (figura 15 B).

Figura 15. Microscopia eletrénica de varredura de amostras de celulose microcristalina fibra
longa, substrato residual apés o cultivo dos isolados de C. thermocellum por 48 h a 60°C.
Celulose proveniente de meio de cultura ndo inoculado (A), Celulose residual provenientes das
culturas dos isolados ISO1 (B), ISO2 (C) e Cth JW (D). Aumento 600x.
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5.4 Analise protéica dos isolados em SDS-PAGE

unidimensional

Os perfis protéicos dos sobrenadantes e das amostras eluidas do substrato
residual dos meios de cultura contendo celulose microcristalina e bagaco de cana de
acucar como fonte de carbono, do crescimento dos isolados de Clostridium
thermocellum [SO1, ISO2 e cepa CthJW foram analisados em eletroforese

unidimensional e bidimensional em gel de poliacrilamida a 10%.

Na fracdo de proteinas eluidas do substrato residual o perfil apresentou
proteinas comuns a todos 0s géis, tais como as bandas protéicas de 220, 160, 50 e
40kDa, indicadas por setas na figura 16A. Observa-se que bandas protéicas estédo
presentes tanto da celulose microcristalina como de bagaco de cana, indicando uma
semelhanca no perfil dessas proteinas. No entanto, bandas indicadas em ISO1 e
ISO2 crescidos em celulose (L1 e L2) se mostraram com uma intensidade menor em
relacdo as mesmas bandas no controle CthJW, o qual apresentou um perfil protéico

mais complexo que as demais.

As bandas de massa molecular 220 e 160 kDa,de alta massa molecular,ndo
foram detectadas ou apresentam bandas menos intensas nos sobrenadantes das
culturas. Dessa forma, observa-se um perfil diferente da fracdo das proteinas
eluidas do substrato residual quando comparada as proteinas dos sobrenadantes.
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Figura 16. Andlise protéica em SDS-PAGE 10% das amostras eluidas da substrato residual (A) e
dos sobrenadantes (B) do meio de cultura dos isolados de C. thermocellum - ISO1 (L1), ISO2 (L2) e
Cth JW (L3). Os crescimentos foram realizados utilizando celulose cristalina (L1-3) e bagaco de
cana (L4-6) como fonte carbono.

Na figura 16B, o perfil dos sobrenadantes apresentou bandas em todas as
amostras, indicadas pelas setas (120, 80 e 50 kDa), mas com intensidades que
variaram de acordo com o isolado e meio de cultura. As setas inclinadas indicam
uma alta concentracdo protéica observada entre as massas moleculares de 40 e 50
kDa, principalmente nos isolados crescidos em celulose, que podem ser melhor

visualizadas no gel bidimensional.

57



Universidade de Brasilia ]
Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Molecular

5.5 Protebmica

Os perfis bidimensionais das proteinas secretadas nos meios de cultura dos
diferentes isolados de C. thermocellum, 1SO1, ISO2 e CthJW, crescidos em celulose
e bagaco de cana de acucar, foram obtidos na faixa de pH 4-7 e estdo
representados nas figuras 17 e 18, respectivamente. Nos secretomas de C.
thermocellum nas diferentes fontes de carbono, em condordancia com os resultados
do SDS-PAGE unidimensional, a distribuicAo dos spots apresentou uma maior

concentracéo na faixa de 40 a 50 kDa.

Também foram observados conjunto de spots de mesma massa e diferentes
pls, indicando serem isoformas do mesmo polipeptideo, destacadas na regido acida
do Pl na figura 17. O controle CthJW apresentou 0 mapa protéico com maior
complexidade em comparacéo com os isolados ISO1 e ISO2. Quando comparados
entre si, observa-se uma maior concentracdo de spots no perfil protéico do ISO2 em

relacdo ao I1ISO1, corroborado na analise de imagens.

A faixa protéica apresentada em todos os perfis protéicos analisados, com
massa molecular de aproximadamente 120 kDa, se deve provavelmente a
carboidratos presentes no meio de cultura. O padréo nas diferentes concentracoes
de spots dos secretomas analisados € o mesmo tanto em celulose, como em bagaco
de cana. Como o esperado, 0 mapa protéico distinto de CthJW em relagdo aos
isolados 1ISO1 e ISO2 sugere que os isolados de C. thermocellum obtidos em nosso
laboratorio sdo diferentes do isolado ja descrito CthJW, embora possuam
capacidades de degradacdo de biomassa celuldsica similares, indicadas pelas
atividades celuloliticas que produziram.
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Figura 17. Andlise protéica em 2-DE
SDS-PAGE 10% dos secretomas dos
isolados de C. thermocellum — ISO1 (A);
ISO2 (B) e Cth JW (C) crescidos em
celulose cristalina a 2% como fonte de
carbono. A variacdo de pH da faixa acida
do pH4-7 esta mostrado (IEF) e as
massas moleculares (kDa) das proteinas
estdo representadas a esquerda de cada
figura.
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Figura 18. Analise protéica em 2-DE
SDS-PAGE 10% dos secretomas dos
isolados de C. thermocellum — 1SO1
(A); 1ISO2 (B) e Cth JW (C) - crescidos
em bagaco de cana a 0,5% como fonte
de carbono. A variagédo de pH da faixa
acida do pH4-7 e as massas
moleculares (kDa) das proteinas estéo
representadas a esquerda de cada
figura.
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5.6 Analise de Imagens

A andlise das imagens do mapa protéico dos secretomas de isolados de C.
thermocellum — I1ISO1, ISO2 e CthJW - crescidos em celulose 2% (m/v) e bagaco de
cana 0,5% (m/v) como fonte de carbono foi realizada com a utilizacdo do programa
Image Master Platinum v.6. Os géis bidimensionais foram feitos em triplicatas e para
verificar a reprodutibilidade dos perfis protéicos foi analisado o coeficiente de
correlacdo para cada uma das triplicatas realizadas.

Nas amostras crescidas em celulose cristalina, a média dos coeficientes de
correlagdo para os isolados 1SO1, ISO2 e CthJW foi de 0,98; 0,98 e 0,97;
respectivamente. Observa-se que a meédia dos coeficientes de correlagdo das
triplicatas dos secretomas crescidos em bagaco de cana foram de 0,96 para o 1ISO1,
0,98 para 0 ISO2 e 0,97 para o CthJW.

Na Tabela 2 estdo representados numero de spots totais, spots exclusivos
de diferentes condi¢cdes de crescimento. Quando a celulose microcristalina a 2%
(m/v) foi utilizada como fonte de carbono, o perfil bidimensional do secretoma do
ISO1 mostrou 59 spots totais detectados na triplicata dos géis, sendo 23 exclusivos
para esta condicdo. Para o ISO2 foi obtido o0 maior nimero de spots totais (134), 98
dos quais se identificaram exclusivos em relacdo aos demais isolados nessa
condigcédo de crescimento. O CthJW apresentou 117 spots totais, dos quais 100 s&o

exclusivos deste isolado.

Para os isolados que cresceram usando bagaco de cana 0,5% (m/v) como
fonte de carbono o ISO1 apresentou 70 spots comuns as triplicatas dos géis e 34
exclusivos a condicéo, o ISO2 obteve 83 spots totais e 45 exclusivos e o observa-se

88 spots totais e 61 exclusivos para o CthJw.
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Por meio do coeficiente de correlacdo entre cada uma das amostras
analisadas foi comparado o grau de similaridade dos mapas protéicos. Na
comparacdo dos perfis bidimensionais do secretoma produzido em celulose
microcristalina pelo ISO1 com os demais geéis observa-se um coeficiente de
correlacdo de 0,72 e 0,83 com os isolados ISO2 e CthJW crescidos em celulose e
0,62 e 0,50 com os mesmos isolados crescidos em bagaco de cana. Comparando o
ISO1 quando celulose ou bagaco de cana foi obtido um coeficiente de correlacdo de
0,86.

Na comparagdo dos géis de secretomas do ISO2 e CthJW o coeficiente de
correlacao foi de 0,18 quando os isolados utilizaram celulose microcristalina como
fonte de carbono e 0,27 quando o bagaco de cana foi utilizado. O ISO2 em celulose
apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,81 em relacdo ao 1SO2 bagaco de

cana e o CthJw em celulose 0,82 em relacdo ao CthJW em bagaco de cana.

Tabela 2. Determinacdo de spots totais e spots exclusivos dos géis 2-DE dos secretomas dos
isolados de C. thermocellum. Para a contagem de spot foi utilizado o programa Image Master
Platinum v.6.

Fonte de carbono Spots totais  Spots exclusivos
ISO1 59 23
Celulose microcristalina ISO2 134 98
Cthaw 117 100
ISO1 70 34
Bagaco de cana ISO2 83 45
Cthaw 88 61
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5.7 Espectometria de massas MALDI-TOF

Um total de 50 spots foram recortados manualmente do gel do secretoma do
isolado de C. thermocellum ISO2 crescido em celulose microcristalina (2%) e
analisados por MALDI-TOF, sendo identificadas 26 proteinas (Tabela 3). Esses
spots apresentaram expressao diferencial entre os mapas secretdmicos de ISO1,

ISO2 e Cth JW, ou estdo presentes exclusivamente em ISO2 e/ou ISO1.

A expressao diferencial em porcentagem de volume dos principais spots
identificados pode ser visualizada nas figuras 19 e 20, sendo representadas no gel
de cada um dos isolados assim como no grafico com os valores correspondentes a

expressao dos mesmos em ISO1, ISO2 e Cth JW.
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Figura 19. Expresséo diferencial em porcentagem de volume dos spots 197 (A), 191 (B), 29 (C), 200 (D) nos secretomas dos isolados de
C. thermocellum ISO1, ISO2 e CthJW crescidos em celulose cristalina a 2% como fonte de carbono.
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ID spot Proteina Mr bl Z (score) NUumero de Organismo Cobertura de
MASCOT  acesso NCBI sequéncia (%)
200 Glicosil hidrolase da familia 9 101275 5,08 97 gi[281417128 Clostridium thermocellum JW20 15
Proteina de ligagéo sollvel extracelular da familia 1 0i|256003353
191 50054 474 78 Clostridium thermocellum DSM 2360 30
Proteina de ligagdo soluvel extracelular da familia 1 0i|256003353
192 50054 474 77 Clostridium thermocellum DSM 2360 21
. . 0i|256003353
51 Proteina de ligagdo sollvel extracelular da familia 1 50054 4,74 115 Clostridium thermocellum DSM 2360 40
197 Chaperona GroEL 57495 4,89 290 gi|125975373  Clostridium thermocellum ATCC 27405 66
37 Proteina da familia Csh2 associada a CRISPR 34861 5,67 76 gi|125975680 Clostridium thermocellum ATCC 27405 34
41 Proteina da familia Csh2 associada & CRISPR 34861 5,67 133 gi|125975680  Clostridium thermocellum ATCC 27405 54
43 Enolase 47130 5,02 150 gi|125972667  Clostridium thermocellum ATCC 27405 44
01 Proteina do dominio flagelina 29577 5,24 75 gi|256005621 Clostridium thermocellum DSM 2360 38
02 Proteina do dominio flagelina 29413 7,93 71 0i|125714947 Clostridium thermocellum ATCC 27405 29
36 Proteina do dominio flagelina 29577 5,24 100 gi|256005621 Clostridium thermocellum DSM 2360 40
05 Proteina do dominio flagelina 29577 5,24 76 0i|256005621 Clostridium thermocellum DSM 2360 44
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Proteina do dominio flagelina

Frutose bifosfato aldolase

Glicose -6- fosfato isomerase

Proteina bacteriocina linocina M18
Piruvato flavodoxina/ ferredoxina oxidorredutase
Proteina rubredoxina-tipo Fe(Cys)4
Rubreritrina
Rubreritrina
Fator de elongacéo Tu
Fator de elongagéo Tu
Triosefosfato isomerase

Proteina ribossomal 50S

Alquil hidroperéxido redutase/ antioxidante especifico

para Tiol

29577

33896

50370

30410

43605

13061

20609

22669

44249

44249

27345

13287

20906

5,24
5,44

5,61

4,96
5,20
6,81
5,89
591
5,36
5,36
5,43

4,94

5,35

84

155

104

153

116

77

109

138

90

163

95

86

77

0i|256005621

0i|125972870

0125972741

0i|125974015
0i|281418657
0i|125972587
0i|125974275
0i|125973377
0i|256003126
0i|256003126
0i|125972663

0i|125975205

0i|125974466

Clostridium thermocellum DSM 2360 38
Clostridium thermocellum ATCC 27405 44
Clostridium thermocellum ATCC 27405 31
Clostridium thermocellum ATCC 27405 49

Clostridium thermocellum JW20 37
Clostridium thermocellum ATCC 27405 37
Clostridium thermocellum ATCC 27405 44
Clostridium thermocellum ATCC 27405 45

Clostridium thermocellum DSM 2360 39

Clostridium thermocellum DSM 2360 47
Clostridium thermocellum ATCC 27405 43
Clostridium thermocellum ATCC 27405 37
Clostridium thermocellum ATCC 27405 50
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6 DISCUSSAO

As bactérias anaerobicas termofilicas da espécie C. thermocellum séo
conhecidas pela capacidade de degradacdo da parede celular de células vegetais
utiizando um complexo enzimatico extracelular, o celulossoma, eficiente na
degradacdo de biomassa vegetal holocelulésica. E, portanto, com potencial
reconhecido e explorado na hidrélise deste tipo de biomassa e na conversao dos
acucares liberados em etanol. No entanto, ainda faltam descricbes desses
microorganismo acerca de seu metabolismo e cultivo em substratos lignoceluldsicos
como o bagaco de cana, residuo agricola abundante e de consideravel importancia

na producéo de etanol de segunda geracao.

Visando a caracterizacdo de duas bactérias isoladas de dejetos de caprino e
identificadas como C. thermocellum, ISO1 e 1SO2, foram realizados experimentos a
fim de obter as condi¢bes adequadas de cultivo, como temperatura e pH, de verificar
a producéao de atividades enzimaticas para degradacéo de celulose, xilana e pectina,
e principalmente verificar o efeito da fonte de carbono no conjunto de proteinas
secretado em meios de cultura contendo celulose microcristalina a 2% ou bagaco de
cana de agucar a 0,5%. Sendo esta ultima andlise realizada com a utilizagdo de

técnicas de protedmica.

Os isolados da bactéria C. thermocellum - ISO1 e 1SO2 - foram
caracterizados com um tempo ideal para cultivo de 48h, assim como o a bactéria
controle CthJW, tanto em celulose cristalina como em bagaco de cana (Figura 7 e
8). Estudos anteriores mostram o mesmo tempo de crescimento para as bactérias
termofilas C. thermocellum JW20 e ATCC 2705 em meios contendo celulose e
celobiose, respectivamente (Freier et al.,, 1988; Chinn et al., 2008). A bactéria
mesofilica C. cellulovorans também apresentou crescimento a 48 h em meio
contendo xilana (Kosugi et al., 2001). Nao ha trabalhos para comparacdo de C.
thermocellum crescido em meio de cultura que contenha bagaco de cana como fonte

de carbono.
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Na caracterizacdo dos isolados de C.thermocellum quando cultivados em
diferentes temperaturas, utilizando celulose como fonte de carbono, 1SO1, I1ISO2 e
CthJW apresentaram maior taxa de crescimento a 60C ( Figura 9) . Este resultado
permite a classificacdo dessas bactérias como organismos termofilicos, e, portanto,
apresentam potencial para aplicacdo em processos industriais, por suportar altas
temperaturas, o que diminui o risco de contaminagdo em processos fermentativos, e
possuirem enzimas termoestaveis. A temperatura ideal de crescimento dos isolados
de C. thermocellum de 60°C também foi obtida em outros trabalhos (Freier et al.,
1988; Choi et. al., 1996; Zverlov et al., 1999; Zverlov et al., 2005; Dharmagadda et
al., 2010).

Assim como a temperatura, o pH ideal de crescimento € um parametro que
deve ser estabelecido no cultivo de qualquer microorganismo. Nos isolados do
presente trabalho observa-se uma maior taxa de crescimento na faixa de 6,5 a 7,5;
sendo o maximo em pH 7 (Figura 10). Estando de acordo com o valor de pH ideal
para o cultivo de outros isolados de C. thermocellum, descritos por Freier (1988),
Choi (1996), Dror (2003) e Dharmagadda e colaboradores (2010) e Xu e
colaboradores (2010).

Para as culturas contendo celulose cristalina como fonte de carbono
observou-se além da turbidez caracteristica do crescimento de microorganismos
uma alteragao da coloracéo inicial da celulose, de branca para amarela. I1sso indica a
presenca do pigmento carotendide conhecido como substancia amarela de afinidade
(YAS), produzido por bactérias anaerobicas durante a degradacdo da celulose,
anteriormente relatada nas bactérias C. thermocellum e Ruminococus flavefaciens.
Esta substancia é considerada como atuante ndo somente na adsor¢cao das enzimas
celuloliticas ao substrato como também na sinalizacdo para a bactéria da presenca
da celulose. Além disso, ja foi demonstrado que na presenca de YAS a eficiéncia de
adsorcdo de uma celobiohidrolase e uma endoglicanase de R. flavefaciens é

aumentada (Ljungdahl et al., 1988; Kopecny et. al., 1997).

A degradacdo de celulose microcristalina pelos 1SO1, 1SO2 e CthJW
observada nas imagens de MEV (Figura 15) permite a visualizacdo dessas bactérias
ligadas ao substrato e de sua acao sobre as fibras de celulose. Shiratori e
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colaboradores (2006) obtiveram resultados semelhantes mostrados em imagens de
MEV para degradacdo de papel observada para uma nova linhagem de Clostridium

(EBR45), em C. thermocellum e Clostridium straminisolvens.

Na analise da producéo de enzimas holoceluloliticas observa-se que todos
os isolados de C. thermocellum secretam atividade celulolitica e xilanolitica quando
cultivados em meio de cultura contendo celulose cristalina ou bagaco de cana como
fonte de carbono, tanto para as amostras de sobrenadantes quanto de proteinas
eluidas do substrato residual. Indicando o potencial de utilizacdo destes isolados
como fonte de enzimas com aplicagdo em diversas industrias, que incluem a
producdo de cerveja, alimentos e vinho, racdes produtos téxteis e roupas, papel e
celulose, assim como, na producdo de acgUcares fermentaveis a partir de residuos
agricolas (Bhat, 2000; Kirk et al., 2002; Lorenz et. al., 2005; Polizeli et al., 2005).

As bactérias anaerdbicas produtoras de celulases, possuem atividade
celulolitica verdadeira, uma vez que sao capazes de degradar completamente
formas cristalinas de celulose, como algoddo e Avicel (Demain et al., 2005). No
presente estudo observa-se a degradacdo da celulose microcristalina (AVICEL)
pelos isolados ISO1, ISO2 e CthJW, nas amostras que utilizaram celulose e nas que
cresceram em bagaco de cana como fonte de carbono (Figura 12 e 13). Resultados
semelhantes foram obtidos para atividades secretadas por diferentes espécies de
Clostridium (Vazana et al., 2010; Xu et al., 2010).

Além da atividade celulolitica verdadeira foram detectadas também nos
sobrenadantes e na fracdo de proteinas eluidas do substrato residual as atividades
celuloliticas de: endoglicanase (CMCase), hemicelulolitica de xilanase e
pectinolitica para as culturas provenientes de meios contendo celulose cristalina ou
bagaco de cana. Estudos anteriores identificaram essas atividades tanto em C.
thermocellum quanto em bactérias como Clostridium cellulolyticum e Clostridium
cellulovorans (Choi et. al., 1996; Han et al., 2004; Fendri et al., 2009; Raman et al.,
2009).

O perfil das fracbes de proteinas eluidas do substrato residual apresentou

(figura 16) bandas de alta massa molecular (maior que 160kDa), indicando a
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possivel presenca da proteina estrutural do celulossoma (CipA) de C. thermocellum,
responsavel pelo ancoramento das subunidades cataliticas que atuam na
degradacédo dos substratos celuldsicos. Considerando-se apenas as amostras do
sobrenadante, a maior intensidade é observada no gel nas bandas em torno de
50kDa, com um perfil de proteinas com menor massa molecular, relacionadas

provavelmente ao metabolismo dessas bactérias.

As andlises do perfil de proteinas constituintes de celulossomas de bactérias
como C. thermocellum, C. cellulovorans e C. cellulolyticum séo realizadas em sua
maioria por eletroforese unidimensional, indicando uma diferenca entre diferentes
fontes de carbono (Dror et al., 2003; Han et al., 2004; Gold et. al., 2007; Cho et al.,
2010). Dessa forma, podemos observar que apesar da semelhanca no perfil das
bandas protéicas eluidas do substrato residual, as bandas de 220, 160, 50 e 40kDa
se mostraram mais intensas no gel de bagaco em comparagcdo com o gel de
celulose, indicando que uma maior quantidade dessas proteinas seriam necessarias
na degradacao de substratos lignoceluloliticos mais complexos como o bagaco de

cana.

Gold e colaboradores (2007) observaram diferencas quantitativas no perfil
de subunidades do celulossoma de C. thermocellum crescidos em Avicel ou
celobiose como fontes de carbono. Houve menor expressdo no crescimento em
celulose em relagdo a celobiose das glicosil hidrolases da familia 8, endoglicanase
CelA, GH5, endoglicanase CelB, CelE, CelG e hemicelulases XynA, XynC, XynZ e
XynA. Sendo as hemicelulases mais expressas na presenca do substrato menos
complexo (celobiose) e as celulases da familia 9 sdo as mais abundantes para

amostras provenientes de culturas contendo celulose.

A andlise do perfil de proteinas secretadas dos isolados modelo deste
trabalho é realizado para verificar o conjunto de proteinas com provavel acdo na
degradacédo de biomassa lignoceluldsica, assim como avaliar se a fonte de carbono
utilizada no meio de cultura influencia na expressao diferencial destas proteinas.
Experimentos semelhantes ja foram descritos para espécies de Clostridium
cultivadas em celobiose, celulose microcristalina, pectina, xilana e misturas destes

componentes, como fonte de carbono. Entretanto, o perfil de proteinas secretadas
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na presenca de biomassa lignocelulésica foi descrito apenas na degradacéo de fibra
de milho e de uma graminea de crescimento rapido (switchgrass), sendo que
nenhum estudo foi realizado com a utilizacdo de bagaco de cana de acucar como

fonte de carbono (Raman et al., 2009).

Embora a caracterizacdo protéica utilizando eletroforese bidimensional
permita a melhor visualizacdo das proteinas em uma determinada amostra, ainda
sdo poucos os trabalhos realizados em C. thermocellum com essa técnica, sendo o
primeiro deles desenvolvidos em 2005, por Zverlov e colaboradores (2005). Vale
ressaltar ainda que estes se restringem a caracterizagdo especifica das proteinas
celulossomais e nenhum destes analisou o perfil geral das proteinas secretadas no

meio de cultura (secretoma), tanto em celulose cristalina, como em bagaco de cana.

A média dos coeficientes de correlacdo de regressao linear entre os volumes
dos “spots” foi superior a 0,96 para a comparacao de todas as réplicas das triplicatas
realizadas. Este valor de correlagéo entre as repeticdes garante a confiabilidade nas
diferencas observadas na comparacdo dos isolados em diferentes condi¢cdes de
crescimento, uma vez que estas variacfes estardo relacionadas as variacdes no
mapa proteico entre as amostras analisadas. A correlacdo entre as réplicas técnicas
e a normalizacdo das imagens dos géis bidimensionais dependem de varios fatores
experimentais como coloracdo dos géis, concentracdo de proteinas nas amostras,
assim como pela curva padrdo de coloragdo feita durante a analise da imagem pelo
software (Berth et al., 2007).

As amostras do secretoma de ISO1 e ISO2 apresentaram um coeficiente de
correlagcdo quando crescidos em celulose no valor entre si de 0,72 e valores de 0,83
e 0,18 na comparacdo entre 1ISO1 e CthJW e ISO2 e CthJW, respectivamente,
sugerindo se tratarem de isolados diferentes. Da mesma forma, os coeficientes de
correlacdo entre ISO1 e ISO2, 1ISO1 e CthJW, e ISO2 e CthJW crescidos em bagaco
de cana foram de 0,85; 0,81 e 0,82; respectivamente. A escolha da identificacdo dos
spots do secretoma do 1SO2 em celulose foi fundamentada pela maior diferenca

observada entre este isolado e o controle, com um coeficiente de correlacdo de 0,18.
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Foram identificados 26 spots do mapa protéico do sobrenadante de 1ISO2
guando cultivado em celulose cristalina a 2%, utilizando espectrometria de massa
em MALDI-TOF, sendo a maioria relacionada ao metabolismo celular como a
proteina ribossomal 50S, a chaperona GroEL, carboxil transferase, proteina da
familia Csh2 associada a CRISPR (2 isoformas), enolase, proteinas de ligagédo
solavel extracelular da familia 1 (3 isoformas), flagelinas (5 isoformas), alquil
hidroperoréxido redutase (AhpC), frutose-1,6-bifosfato aldolase, glicose 6-fosfato
isomerase, glicosil hidrolase da familia 9 (GH9), bacteriocina do tipo linocina L-18,
piruvato flavodoxina (ferrodoxina) oxirredutase, rubredoxina, rubreritrina (2

isoformas), fator de elongacao (Ef-Tu) e triosefosfato isomerase.

As peroxirredoxinas sao proteinas que utilizam suas cisteinas para catalisar
a reducdo de hidroperéxidos. Dentre elas, a alquil hidroperoxido redutase (AhpC) é
responsavel pela redugdo direta dos hiperoxidos organicos na sua forma reduzida
ditiol. Clostridium perfringens, uma bactéria patogénica obrigatoria € capaz de
sobreviver quando exposta ao ar devido a uma resposta adaptativa complexa as
EROS, que envolve a producédo de enzimas como AhpC (Jean et al., 2004). Dessa
forma, essa enzima identificada nos trés isolados de C. thermocellum (figura 19 C)
no presente estudo pode desempenhar papel semelhante na limpeza de espécies de

peréxido em condicfes de estresse oxidativo.

O antioxidante especifico para tiol (TSA) foi conhecido inicialmente pela
especificidade devida a uma suposta capacidade de desativacdo de radicais livres
centrados no enxofre, importante na acdo como defesa contra os radicais que
contém grupos sulfidrila (Yim et al., 1994). No entanto, foi demonstrado
posteriormente que TSA é uma peroxidase dependente de tiol e que sua
especificidade por tidis se devia ao fato de que somente esses redutores séo

capazes de regenerar a sua forma oxidada (Chae et al., 1994; Netto et al., 1996).

A proteina ribossomal 50S se refere a maior subunidade do ribossomo que
ndo interage diretamente com o rRNA. Esta proteina intracelular foi observada
apenas no secretoma do 1ISO2 com uma expressao baixa, sugerindo ser proveniente

de possivel lise celular na preparacao do secretoma.
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A proteina rubredoxina possui um dominio de ligacdo de ferro contendo um
centro de [Fe(Cys)4] presente na rubreritrina e também na ferredoxina-tioredoxina
redutase. Nas rubredoxinas, o atomo de ferro é coordenado por quatro residuos de
cisteina, e parece estar envolvido na transferéncia de elétrons. Rubreritrinas sdo
pequenas proteinas homodiméricas, geralmente constituidas por dois dominios com
atividade putativa de peroxidase (Papavassiliou et. al., 1985; Calusinska et al.,
2010). Rubredoxinas em C. thermocellum e Morella acetica mostraram ser boas
canditatas para a selecdo de diaforases (Chakraborty et al., 2008; Ljungdahl, 2009).
Foram obtidas em Clostridium difficile e em C. thermocellum como proteinas de
resposta a condicbes de estresse (Carere et al.,, 2008; Lawley et al., 2009). As
proteinas rubreritrina (figura 20 B) e rubredoxina (figura 20 D) identificadas foram
observadas apenas nos secretomas de 1ISO1 e 1SO2 sugerindo que estes isolados
foram submetidos a condi¢des de estresse diferentes das de Cth JW.

As proteinas da familia Csh2 associadas a CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) compreeendem um sistema hereditario de
defesa do hospedeiro nas células procaridticas contra fagos e outros DNAs externos
e foram identificadas em dois spots do secretoma de 1SO2, também presentes em
ISO1, mas com uma expressao baixa que sugere a provavel lise celular no preparo
dos secretomas (NCBI). A proteina bacteriocina linocina M18 € encontrada em
eubactérias e arqueias e sao as encapsulinas, formando nanocompartimentos
dentro da bactéria contendo proteinas semelhantes as ferritinas ou peroxidases,
enzimas envolvida na resposta ao estresse oxidativo, ligadas por uma via Unica de

extensdo C-terminal (Valdes-Stauber et. al., 1994).

Uma chaperona GroEL, da familia das proteinas de choque térmico (Hsp60),
foi identificada no secretoma de ISO2 (figura 19 A) crescido em celulose com uma
massa molecular de aproximadamente 58kDa, semelhante a estudada em
Clostridium difficile, bactéria patogénica responsavel por infec¢des intestinais. O
perfil dessa chaperona GroEL foi analisado como tendo relagdo com a aderéncia
celular e posterior colonizagcédo dos tecidos infectados, principalmente em situacdes
de estresse do meio. Vale destacar ainda que, como em ISO2, essa proteina foi

encontrada no sobrenadante do meio de cultura (analise em imunoblot), o que ndo
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estaria relacionado a lise celular, uma vez que as bactérias continuaram intactas e
viaveis mesmo na presenca desta proteina (Hennequin et al., 2001). Vale ressaltar
gue essa proteina foi expressa pelo trés isolados de C. thermocellum, corroborando

a importancia da mesma em alguma das fun¢cdes apresentadas.

Em C. thermocellum, proteinas de 65 e 12 kDa foram identificadas com
significativa similaridade as proteinas GroEl e GroES da familia chaperona. A
remocao das celulases crescidas em celobiose com tampéo de lavagem, seguida de
sonicagdo resultou na purificagdo dessas proteinas, que estiveram relacionadas com
uma possivel fungdo na producédo e translocacdo dos componentes celulossomais.
Esse mecanismo ainda pouco entendido € altamente organizado pela ligacdo da
proteina estrtural (CipA) a célula mediada proteinas homologas ao componentes da
camada S (similares as chaperonas). Em outros organismos o sistema da
chaperonas apresenta fungdes relacionada a varios outros complexos protéicos e
enzimas multiméricas. Dessa forma, ainda € necessaria uma melhor investigacao

deste aspecto na funcao das chaperonas em C. thermocellum (Cross et al., 1996).

Na degradagdo da celulose por C. thermocellum s&o produtos da
fermentacdo dos acucares liberados acetato, lactato e etanol, em diferentes
condi¢cBes de crescimento, com a liberagcdo concomitante de H, e CO.. A elucidacéo
das vias de catabolismo do piruvato e sintese de H, sdo importantes para
desenvolver estratégias que aumentem a producdo de hidrogénio com a utilizacao
da biomassa. No sobrenadante do crescimento de C. thermocellum em alfa celulose
foram identificadas enzimas chaves nesse processo, como a piruvato ferredoxina
(flavodoxina) oxirredutase (POR - EC 1.2.7.1), observadas em anaerobicos
eucariotos, arquéias e bactérias do género Clostridium (Carere et al., 2008; Riederer
et al., 2010). Da mesma forma, essa enzima foi identificada nos secretomas do ISO2
e CthJW (spot 29) crescidos em celulose cristalina como fonte de carbono,
sugerindo uma possivel utilizagdo desses isolados na melhor compreensdo da

sintese de hidrogénio.

74



Universidade de Brasilia ]
Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Molecular

Foram identificadas no sobrenadante de cultura de C. thermocellum enzimas
da glicdlise, possivelmente provenientes da lise celular na preparacdo da amostra.
No segundo passo da glicdlise, a enzima glicose 6-fosfato isomerase (spot 40)
catalisa a interconversao reversivel de glicose 6-fosfato em frutose 6-fosfato. Este
produto é fosforilado e em seguida clivado em diidroxiacetona fosfato e
gliceraldeido-3-fosfato, pela enzima frutose-bifosfato aldolase (spot 35). A
conversado do gliceraldeido-3-fosfato em diidroxiacetona fosfato para ser utilizado na
etapa posterior é realizada pela triosefosfato isomerase (spot 31). Apds alguns
passos, a enolase (spot 43) catalisa a conversao reversivel de 2- fosfoglicerato em
fosfoenolpiruvato e é essencial na degradacdo de carboidratos na glicdlise.

(Riederer et al., 2010),

A enzima carboxil transferase (spot 162) foi identificada no secretoma dos
trés isolados e ja havia sido identificada por Peng e colaboradores (2011), com a
mesma massa molecular de 56 kDa, em estudo recente dos complexos de proteina
de membrana em C. thermocellum.Trés proteinas de ligagdo sollveis extracelulares
da familia 1 foram identificadas como isoformas no mapa protéico do ISO2, sendo
estas proteinas de membrana relacionadas ao transporte de moléculas e ions. Em
estudo de identificacdo de proteinas de membrana de C. thermocellum por MS
foram obtidos resultados semelhantes, sendo encontradas chaperona, proteina de
ligacdo soluvel extracelular da familia 1 e glicosil hidrolase da familia 1 (Williams et
al., 2006). O sistema de transporte de acucares ABC em C. thermocellum é
constituido por proteinas de ligacdo solluveis extracelulares, uma ou mais proteinas
integrais de membrana e na maioria dos casos um sitio de ligagdo a ATP (Nataf et
al., 2008).

As proteinas flagelinas (spots 1, 2, 4, 5 e 36) apresentaram 0 maior numero
de isoformas, sendo uma delas o spot de maior volume do gel 2DE, quatro
presentes apenas no ISO1 e ISO2 e uma delas presente também no controle
CthJW. Essas proteinas estao relacionadas a motilidade das bactérias assim como
na estrutura do flagelo das bactérias. A glicosilacdo € uma MPT frequiente nessas
proteinas, assim como nas proteinas camada S e nas enzimas que realizam

hidrolise de polissacarideos (Moens et. al., 1997). A diversidade das flagelinas, e as
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regides variaveis do gene que a codifica, também é importante na genotipagem de
grupos em linhagens das bactérias patogénicas Clostridium botulinum (Paul et al.,
2007).

A combinacao da agéo de glicosil hidrolases da familia 48 e familia 9 resulta
na conhecida como atividade celulolitica verdadeira (Vazana et al., 2010). A
identificagdo de uma glicosil hidrolase da familia 9 (spot 200) tém significativa
importancia no presente trabalho, pois corrobora a producdo de enzimas celuloliticas
pelos isolados de C. thermocellum obtidos no laboratorio, ISO1 e ISO2 , observada

igualmente nos resultados de atividades enzimaticas realizados.
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7 CONCLUSOES

Os isolados de C. thermocellum ISO1 e ISO2, assim como a cepa Cth JW,
usada como controle utilizam celulose microcristalina e bagaco de cana de
acucar como fontes de carbono, como pode ser visto pelo crescimento

destes isolados em meio contendo tais substratos;

Diferentes espécies protéicas sdo produzidas e secretadas no meio de
cultura destes isolados conforme perfis apresentados pelas amostras de

sobrenadante das culturas destes isoladdos;

As proteinas eluidas dos substratos residuais sdo cataliticamente ativas
pois apresentaram atividades de CMCase, AVICELase, xilanase e

pectinase, ja que tais proteinas hidrolisaram estes substratos;

A espectrometria de massas MALDI-TOF revelou que nestas condicoes,
tendo celulose microcristalina como substrato, o ISO2 secretou 26 proteinas

de diferentes massas moleculares, inclusive uma glicosil hidrolase.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitirdo concluir a definicdo
da existéncia de complexo celuloliticos (celulossoma) nos isolados de
Clostridium thermocellum, e caracterizar cinética e molecularmente as
formas protéicas presentes no sobrenadante das culturas destes isolados,
nos complexos proteicos (celulossoma) e as formas protéicas dos
complexos produzidos durante o crescimento na presenca dos substratos
celulose microcristalina e bagacgo de cana;

Adicionalmente, os resultados obtidos fornecerdo subsidios para concluir o

mapa protéico destes dois isolados (ISO1 e 1SO2) de Clostridium

therrmocellum.
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