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RESUMO

A utilizacdo de materiais de origem lignocelulésica como fonte de aclcares fermentaveis e
outras moléculas para obtencdo de produtos quimicos de alto valor agregado tem sido dificultada
pela sua elevada recalcitrancia. Clostridium thermocellum é capaz de eficientemente degradar
materiais celuldsicos através de um complexo enzimético extracelular chamado de celulossoma. No
presente trabalho, utilizando a técnica de Nano UPLC-MSE foi possivel mapear proteinas secretadas
por C. thermocellum quando cultivada na presenga de celulose microcristalina, palha e bagago de
cana de aclicar como fonte de carbono e provavelmente envolvidas em sua desconstrucédo. Foram
analisadas as fracfes de proteinas provenientes do sobrenadante e celulossomas parcialmente
purificados. Foram identificadas no total 137 proteinas. Os secretomas de C.thermocellum cultivado
nas trés diferentes fontes de carbono continham proteinas pertencentes as familias das glicosideo
hidrolases (GHs), carboidrato esterases (CEs) e polissacarideos liases (PLs). Nos trés substratos
foram identificadas enzimas chaves como CelS, CelJ e CelK. Além disto, as proteinas das familias
GH9 E GHA48 sdo as mais abundantes.

Palavras-chave: Clostridium thermocellum, subproteoma, biomassa lignoceluldsica.
INTRODUCAO

As biomassas lignoceluldsicas sdao matérias-primas de grande interesse industrial uma
vez que podem ser utilizadas para a producdo de uma variedade de produtos. Sendo composta
principalmente por: celulose, hemicelulose e lignina. Entretanto, a complexa estrutura deste
tipo de material, no geral, é resistente a biodegradacdo (Pérez et al., 2002).

A maioria das bactérias descritas como principais responsaveis pela degradacdo
anaerobica de lignocelulose s&o membros do filo Firmicutes, e os mais eficientes na sua
degradacdo pertencem ao cluster 111 dos Clostridiales. Neste cluster encontra-se a bactéria
anaerobica e termofila C. thermocellum, que hidrolisa estes materiais através de um complexo
enzimatico extracelular chamado de celulossoma, que é composto por componentes cataliticos
como celulases, xilanases, pectinases, e pela proteina estrutural ndo catalitica chamada de
escafoldina ou proteina de integracdo do celulossoma (CipA). Importante ressaltar também
que esta bactéria apresenta maiores taxas de crescimento entre 60-65°C, 0 que a torna uma
potencial fonte de enzimas termoestaveis (Béguin et al. 1994).

O celulossoma secretado por esta especie de bactéria estd localizado em
protuberancias presentes na superficie da célula, e é subsequentemente liberado no meio de
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cultura (Béguin et al., 1994). O objetivo deste trabalho foi analisar o subproteoma de C.
thermocellum, isolado B8, quando cultivada em meio de cultura tendo como Unica fonte de
carbono: celulose microcristalina, palha ou bagaco de cana de agucar como fonte de carbono,
utilizando espectrometria de massa, Nano UPLC-MSE.

MATERIAL E METODOS

Cultivo e preparo das amostras

O isolado B8 de C. thermocellum foi isolada do rimen de caprino da raca moxoto. Seu
cultivo foi realizado em meio liquido redutor com atmosfera anaerdbica como previamente
descrito em Hamann et al. (2015). Celulose microcristalina ou os residuos agroindustriais,
palha ou bagaco de cana de aclcar foram utilizados como fonte de carbono. O crescimento foi
realizado durante 4 dias a 120 rpm a 60°C.
Preparacao das frac6es do celulossoma parcialmente purificado

A preparacao das proteinas provenientes das fracdes do sobrenadante e de proteinas
ligadas ao substrato residual (celulossoma parcialmente purificado) foram feitas conforme
descrito em Blume et al.(2013).
Andlise por espectrometria de massa

O preparo das amostras provenientes do sobrenadante e celulossoma parcialmente
purificado para a analise no NanoUPLC-MSE foram feitas de acordo com Murad e Rech
(2012). Os dados de MS obtidos a partir LC-MSE foram processados usando ProteinLynx
Global Server (PLGS) version 3.0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Mapeamento de proteinas usando nano UPLC-Mse

Ao todo foram identificadas 137 proteinas em todas as amostras, dentre estas,
proteinas das diferentes familias de glicosideo hidrolases (GHs), carboidrato esterases (CEs) e
polissacarideo liases (PLs). Para as amostras de secretoma para o cultivo em palha de cana de
acucar como fonte de carbono também foram identificadas as enzimas celulossomais: CelJ,
CelR, CelS e CelW. Quando celulose é a Unica fonte de carbono foi identificada uma maior
diversidade de enzimas celulossomais tais como: CelG, CelT, CelF, CelN, CelB, CelU, CelA,
CelQ, CelK, XynY e XynC.

A bactéria C.thermocellum utiliza uma seérie de enzimas com atividades cataliticas
contra polissacarideos que permitem a eficiente degradacdo da celulose e hemicelulose. Estas
incluem endo-B-glucanases, exo- B-glucanases e B-glicosidases, entre outras (Lynd et al.,
2002). De acordo com a figura 1 a e 1 b é possivel notar que as familias GH9 e GH48
predominam nas fracdes celulossoma parcialmente purificado e sobrenadante quando a
bactéria foi crescida na presenca de celulose microcristalina, palha e bagago de cana. Isto
mostra a sua importancia na degradacdo dos componentes presentes na parede celular. Em um
estudo realizado por Shoham et al (1996) é mostrado que cepas mutantes de Ruminococcus
mutantes albus, incapazes de produzir as enzimas das familias 9 e 48, eram ineficientes na
degradacdo dos substratos lignocelulosicos, reforgcando a importancia de tais familias para o
sistema de holocelulases bacterianas.
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Figura 1. Representacdo geral da distribuicdo relativa das familias de Glicosideo Hidrolases
encontradas nas fragdes do celulossoma parcialmente purificado (a) e sobrenadante (b) produzidas por
C. thermocellum utilizando como fonte de carbono: celulose microcristalina, palha e bagaco de cana
de aculcar.

De forma geral, para todas as fontes de carbono utilizadas neste estudo C.
thermocellum B8 secretou tanto na forma de celulossomas ou no sobrenadante uma maior
quantidade de Glicosideo Hidrolases das familias 9 e 48. Dentre as enzimas pertencentes a
estas familias CelS, CelJ e CelK foram as mais abundantes, dados que estdo de acordo com a
literatura (Nicolas; Martin, 2007).

Juntamente com celobiohidrolases e endoglicanases, para a amostra do celulossoma
parcialmente purificado produzido na presenca de celulose foram encontradas xilanases (Xyn
C, Y e Z), a presenca de hemicelulases juntamente com celulases é de grande importancia
para a completa degradacdo de polissacarideos presentes na parede celular vegetal visto que
xilanases sdo capazes de facilitar o acesso das celulases ao substrato (Hu e Regauskas 2013).
A secrecdo de hemicelulases e pectinases quando C.thermocellum B8 é crescida na presenca
de substrato celul6sicos puros foi previamente descrita por nosso grupo (Hamann et al.,
2015), resultado que esta de acordo com o perfil protedbmico de diferentes isolados (Wei et al.,
2014 e Nicolas; Martin, 2007).

CONCLUSOES

A maior abundancia e diversidade de proteinas foram obtidas para as amostras
proteicas provenientes das culturas contendo celulose com fonte de carbono, assim como o
maior nimero de glicosideo hidrolases. Sendo que a maior parte dessas GHs foi encontrada na
amostra do celulossoma parcialmente purificado.

As analises protedbmicas feitas neste trabalho mostram que diferentes biomassas
lignocelulosicas sdo capazes de induzir uma secrecdo distinta de glicosideo hidrolases por
C.thermocellum B8, sendo assim esses dados poderdo ser utilizados como subsidio para o
desenvolvimento de novas misturas enzimaticas para sacarificagdo de residuos
lignocelul6sicos.
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