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RESUMO

As xilanases apresentam varias aplicacfes biotégichs, entretanto suas propriedades nem
sempre sdo adequadas as condi¢cdes dos processsstriaid. Visando obter xilanases mutantes,
derivadas da XynA de Orpinomyces mais estaveistag@nese sitio-dirigida foi empregada para
dele¢&o dos residuos G10, T30, N53, Q109 e Gll0uaw xilanases, SWT e SM2. Confirmadas as
delecdes, E. coli BL21(DE3) foi transformada e dhameproducdo das xilanases solUveis e ativas foi
com 0,25mM de IPTG. As enzimas purificadas foraracterizadas, apresentando maior atividade
em 40-60°C e pH 5,0-8,0. Os ensaios de termoestattd a 50 °C indicaram que as dele¢cbes T30 e
Q109G110 em SWT contribuiram para maior termoelitialocie e meia-vida das enzimas. SM2 T30
manteve atividade superior a 90% apds 4 h a 50iA@icando que as dele¢Bes indicadas foram
eficientes na obtencéo de xilanases mutantes mhs®nte mais adequadas as condi¢fes industriais.
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INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica constitui a maior fodéerecurso organico renovavel do
mundo e é obtida a partir de residuos agricolakrestais, culturas energéticas, graos,
residuos municipais e industriais, e outros. A dlide bioldégica da xilana, principal
componente da hemicelulose, requer um complexondanas, que inclui endoxilanases,
glucuronidases, xilosidases, acetilesterases eafatanosidases (Chext al, 2012).

As xilanases (endo-1@kxilanase; E.C. 3.2.1.8) sdo as principais enzinegessarias
para a hidrélise da hemicelulose, uma vez que lisdro ligagbe$-1,4 aleatdrias internas da
cadeia principal da xilana. A utilizacdo de xilagmsem processos industriais inclui a
preparacao de racdo animal; clarificacdo de suedsutas e vegetais, panificacdo; além de
sua aplicacao nas industrias téxteis e de papebcembustiveis (Pa&s al, 2012).

A xilanase A deOrpinomycessp. PC-2 destaca-se devido a sua elevada atividade
especifica quando comparada a xilanases de ootraesf e foi mais eficiente em pH 5,0-5,5
e 50-55 °C (Trevizanet al, 2012). Entretanto, os processos industriaisalgemte séo
realizados em temperaturas mais elevadas e valerngld mais extremos.

Nossa equipe, trabalhando no propésito de obtemades mais termoestaveis e
adequadas aos processos industriais, desenvolvalbibiioteca de genes mutantes a partir
do dominio catalitico da XynA d@rpinomycesPC-2 (WT). Esta biblioteca, construida pela
técnica deerror-prone PCR, permitiu a obtencdo de quatro xilanases rteggiM1-M4) com
maior estabilidade térmica (Trevizaed al, 2012). Estudos de modelagem comparativa e
dindmica molecular dessas xilanases permitiram entifttacdo de uma alca
desestabilizadora, correspondente a 27 residuasn@d®acidos na porcdo N-terminal. Apds
remocao desses residuos, foram geradassamll* xylanasés (SWT, SM1-SM4). Este
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procedimento promoveu aumento da estabilidade ¢éarai60 °C em SM2 (V108A; A199T)
sem comprometer a atividade. Os estudos de dindmalacular também permitiram a
identificacdo de residuos de aminoacidos localigaslo regides deops da superficie da
molécula, que poderiam ser deletados para alteflexidilidade da enzima, possivelmente
aumentando a estabilidade. Estes residuos forapiOGThr30, Asn53, GIn109 e Gly110.
Assim, as xilanases SWT e SM2 (V108A; A199T) foranbmetidas a mutagénese sitio-
dirigida, e os efeitos das delec¢des na estabilidadelanase ndo mutada (SWT) e da xilanase
que j& continha mutacfes inseridas mgror-prone PCR (SM2), foram avaliados e
comparados.

MATERIAL E METODOS

A mutagénese foi realizada utilizando o kit Quick@he® II Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Os BN#ldes para a mutagénese foram os
DNA plasmidiais (pET24b) contendo os genes queficadn para as xilanases SWT e SM2.
Apoés a confirmacdo das delecbes por sequenciamest@NA plasmidiais contendo as
mutacbes foram transferidos paa coli BL21(DE3) para a expressao apropriada das
proteinas. A inducdo da expressdo das xilanasetestada nas concentracbes de IPTG
(Isopropilf3-D-1-tiogalactopirandsido) de 0-2 mM. A preparadés extratos enzimaticos foi
obtida ap0s o rompimento das células a partir dareuinduzida por IPTG. Os extratos
enzimaticos intracelulares foram purificados pasntatografia de troca idnica em coluna
HiTrapTM Q HP (GE Healthcare). O perfil de expressi@s diferentes concentracdes de
IPTG e o grau de pureza foram verificados por SB&P. As enzimas purificadas foram
avaliadas quanto a atividade, efeito da temperaéfieito do pH, termoestabilidade a 50 °C,
kv e keat /kv. A atividade de xilanase foi determinada com »xlbeechwoodtomo substrato,

a 40 °C por 30 minutos, e quantificada a formagé@cglicar redutor de acordo com Miller
(1959). A concentracdo de proteina dos extratosméiizos foi determinada pelo método
ligante de Coomassie utilizando soro albumina l{BBA) como padréo (Bradford, 1976).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O alinhamento das sequéncias génicas de SWT, Shis exilanases obtidas pela
mutagénese sitio-dirigida permitiu a confirmacée delecdes de interesse, comprovando a
eficiéncia do protocolo utilizado na obtencéo datamtes a partir de SWT e SM2 (Tabela 1).

Tabela 1 —Xilanases e suas respectivas mutacoes.

Mutacdes
Xilanases Substituicdes ADeIegﬁ,e_s o
(Error-prone PCR) (Mutagénese sitio-dirigida)

SWT - -

SWT G10 - Gly10

SWT T30 - Thr30

SWT N53 - Asn53

SWT Q109G110 - GIn109 e Gly110
SM2 V108A, A199T -

SM2 G10 V108A , A199T Gly10

SM2 T30 V108A , A199T Thr30

SM2 N53 V108A , A199T Asn53

SM2 Q109G110 V108A, A199T GIn109 e Gly110
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A producédo das xilanases dm coli BL21 (DE3) foi otimizada a partir de testes de
inducdo com IPTG em concentracdes entre 0-2 mM.p&sis de expressdo protéica
demonstram que a menor concentracao de IPTG te€&t@&famM) foi capaz de induzir uma
alta expressao das xilanases ativas e solUveigréFp).
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Figura 2 — SDS-PAGE 12,5 %A - Teste de indugcdo com IPTG para a xilanase SWwmado com azul de
Coomassie. 1 — Padrdo de Massa Molecular; 2 - Flerxpressdo proteica na auséncia de IPTG; 3ratix
induzido com 0,25 mM de IPTG; 4 - 0,5 mM de IPTG; 5mM de IPTG; 6 - 2 mM de IPT@® - Purificagédo
SWT em coluna Q (GE Healthcare), corado com nitlatprata. 1 — Marcador de Massa Molecular; 2 affxt
bruto intracelular; 3 — Pool 1 (1-27,5 mL); 4 — P2d57,5-60 mL); 5 — Pool 3 (62,5-72,5 mL); 6 —dPd (85-

87,5 mL). 10 ug de proteina por canaleta.

Os extratos enziméticos foram submetidos a pugdicapor cromatografia de troca
ibnica. Todas as xilanases apresentaram o mesrfib deeeluicdo. As fracdes ativas com
xilana beechwoodioram reunidas em quatgmools sendo que o primeirpool apresentou
apenas uma banda proteica em torno de 25 kDa,spomdendo a xilanase purificada. Os
valores de atividade especifica dos extratos padfis sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2— Propriedades das xilanases purificadas corlaaaxbeechwood.

. Atividade especifica t;»a 50 °C k Kcafk
Xilanase (u.mg'lgJ ) (mg.mL?) (mL.rri?i’lh.Amg'l)

SWT 42241 + 86,9 2,3 0,7 3,3x 10
SWT G10 2271,2 +133,3 0,3 ND* ND*
SWT T30 1836,3 + 125,2 10,9 0,9 1,8 x 16¢
SWT N53 940,7 + 17,8 0,8 2,5 1,7 x 16
SWT Q109G110 2565,4 + 43,9 6,7 1,1 5,9 x 16
SM2 4170,8+ 134,5 29,5 0,6 2,9 x 16°
SM2 G10 1392,8 + 20,5 0,7 0,9 4,2 x10
SM2 T30 1979,0 + 50,0 20,8 0,6 1,2 x 16¢
SM2 N53 1855,3 + 53,8 3,3 1,2 8,2 x 16
SM2 Q109G110 722,7+32,7 0,7 1,1 1,0 x 16¢

ND*- Os ensaios enzimaticos ndo permitiram deteag@o precisa dos parametros avaliados.

Os ensaios demonstraram que as xilanases foramathas na faixa de temperatura
de 40-60 °C e em pH 5,0-8,0. Estes resultados amogue a faixa de temperatura de maior
atividade dessas xilanases € superior a muitagasiés fungicas que apresentam maior
atividade abaixo de 45 °C, enquanto a faixa de @lhdior atividade é semelhante a maioria
das xilanases de outras fontes, que atuam em salergoH acidos ou neutros (Pafsal,
2012).
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Os ensaios de termoestabilidade realizados a 50di€aram que as delecbes de T30
e Q109G110 na xilanase SWT contribuiram para awanangstabilidade térmica e os valores
de meia-vida das enzimas, que foram de 10,9 e, 8e&pectivamente (Tabela 2 e Figura 3A).
Por outro lado, a delecdo de T30 em SM2 promoveducéo na meia-vida da enzima para
20,8 h (Tabela 2 e Figura 3B), entretanto, SM2 ifahiteve mais de 90 % de atividade apos
4 h de incubacao a 50 °C (Figura 3B).
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Figura 3 — Termoestabilidade das xilanases purificadas a 5A°€ SWT e mutantes derivadas de SWT. B —
SM2 e mutantes derivadas de SM2.

Os valores déy das xilanases variaram de 0,6-2,5 mg'nfLabela 2). As xilanases
SWT T30 e SM2 T30, que se destacaram ao longo deteazacdo enzimatica, foram
também as xilanases que apresentaram valorekydsimilares as xilanases controle,
indicando que a delecdo néo afetou a afinidadesdasnas pelo substrato. Além disso, 0s
valores dekc/ky evidenciaram que a delecdo de T30 em SWT aumemtediciéncia
catalitica da enzima, enquanto a mesma delecadidm&o exerceu o mesmo efeito.

CONCLUSOES

A mutagénese sitio-dirigida foi eficiente para détede residuos de aminoacidos especificos
e obtencao de novas xilanases mutantes. SWT BBIRET30 destacaram-se, principalmente
quanto a estabilidade térmica, refletido pelos reslode meia-vida, sem comprometer a
atividade, indicando que essas enzimas sao majsiadi@s aos processos industriais.
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