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RESUMO

Lignocelulose é composta por trés principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina.
As celulases constituem um complexo de enzimas envolvidas na conversdo da celulose a glicose. O
fungo Humicola grisea var. thermoidea é conhecido por produzir celulases termoestaveis e também
possui uma alta atividade de p-glicosidase. HJBGL4 ndo € inibida por seu produto tornando-a
interessante para o processo de sacarificacdo de materiais lignocelul6sicos. A extragdo de RNA total
e sintese do cDNA por RT-PCR foram realizadas com o micélio do fungo cultivado nas condigdes de
indugdo. A linhagem hospedeira de Pichia pastoris SMD1168 foi transformada com a construcio
pP1C9-HgBGL4.0s sobrenadantes de cultura foram analisados quanto a atividade enzimatica e perfil
protéico. O zimograma foi realizado para monitorar a atividade de p-glucosidase apds incubacéo do
gel com 4-metilumbeliferil p-D-glicopyranosideo, onde vizuaizamos uma banda de 70 kDa. Na
caracterizagdo parcial do extrato bruto obtivemos temperatura 6tima a 50°C e pH 6timo a 7.
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INTRODUCAO

Lignocelulose é o principal componente estrutural da parede celular de plantas
composta por trés principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina (Daushtban et al.,
2009). A celulose ¢ um homopolimero de unidades de glicose conectadas por ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4, as cadeias de celulose se conectam por ligagdes de hidrogénio
formando fibras de celulose com regides altamente ordenadas (regido cristalina) e regides
onde as fibras estdo separadas (regido amorfa).

As celulases constituem um complexo de enzimas envolvidas na conversdo da
celulose a glicose (Bhat&Bhat, 1997). As enzimas do sistema celulolitico foram classificadas
com base no modo de catélise sobre a fibra de celulose, em fungos ha trés classes de enzimas
hidroliticas: as endoglicanases (EGLs - EC 3.2.1.4) as exoglicanases ou celobiohidrolases
(CBHs - EC 3.21.91) e as p-glicosidases (BGLs - EC 3.2.1.21) atuam nos
celooligossacarideos e celobiose liberados e os hidrolisam a glicose (Lynd et al., 2002).

Recentemente, estas enzimas tém sido empregadas na producdo de bioetanol de
segunda geracao a partir da biomassa lignocelulésica, aumentando sua demanda na inddstria
do etanol (Phitsuwan et al., 2012). O bietanol é o0 mais comum dentre os biocombustiveis e
pode ser produzido a partir de uma variedade de substratos baratos. A producdo e utilizacdo
de biocombustiveis tém aumentado dramaticamente nos ultimos anos. Em 2011 sua produgéo



XI11 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

foi de 85 bilhdes de litros (Coyle, 2007; Singh e Bishnoi, 2012). Os estudos
sobre a caracterizacao e producdo em larga escala de celulases é um passo fundamental para a
producdo de bioetanol de segunda geracdo (Kumar et al., 2008).

O fungo Humicola grisea var. thermoidea é conhecido por produzir celulases
termoestaveis, por ser considerado um fungo termofilico, e também possui uma alta atividade
de pB-glicosidase (De Paula, 1999; Takashima et al., 1996). Takashima et al. (1996)
purificaram e caracterizaram seis p-glicosidases e foi determinado que o pH 6timo dessas
enzimas encontra-se entre 5.0 e 7.0, e a temperatura étima entre 50°C e 70°C.

A enzima HgBGL4 é uma forte candidata para analises futuras, pois apresenta uma
alta atividade para celobiose. O gene da BGL4 foi caracterizado (Takashima et al., 1996) e
expresso em Aspergillus oryzae (Takashima et al. 1999) e na levedura Saccharomyces
cerevisiae, a enzima recombinante apresentou caracteristicas bioquimicas diferentes da
enzima selvagem e ainda, foi demonstrado que a HgBGL4 néo ¢ inibida por seu produto, a
glicose, tornando-se interessante para O processo de sacarificacdo de materiais
lignocelulésicos (Benoliel et al., 2010).

MATERIAL E METODOS

A linhagem do fungo H. grisea var. thermoidea foi isolada de compostagem na
Universidade Federal de Vigosa (MG) por Chaves (1982). O fungo foi cultivado em Meio
Agar Aveia (AA) por 4 dias a 42°C e posteriormente mantido a temperatura ambiente por
mais 3 dias. Para a extragdo de RNA total e sintese do cDNA por RT-PCR, o0 micélio do
fungo foi cultivado nas condicBes de inducdo e coletados para extracdo do RNA total do
micélio como descrito no protocolo do fabricante do TRI Reagent (Sigma-Aldrich®). A
sintese do cDNA foi realizada conforme kit (ThermoScientific) e amplificacdo por primers
especificos.

Para a determinacao da atividade de P-glicosidase utilizou-se a hidrélise do p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo a 10 mmol/L (pNPG; Sigma, St. Louis, USA). Para isso,
foram adicionados 10 pL da solucdo enzimatica em microplaca juntamente com uma solucédo
tamp&o Mcllvaine. Apds 5 minutos, adiciona-se carbonato de sodio.

Na expressdo em Pichia pastoris utilizamos a linhagem hospedeiras de P. pastoris
SMD1168 (his4 pep4 prbl) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e o vetor de expressdo pPIC9
(Invitrogen), contendo o gene de interesse. Apl6s a transformacdo, as células foram
selecionadas em meio MD. A integracdo do cassete de expressdo no genoma da levedura foi
confirmada pela amplificacdo do 16cus AOX1 por PCR.

Com objetivo de selecionar os melhores transformantes e produzir em larga escala as
B-glicosidases recombinantes realizamos o protocolo de produgdo da enzima recombinante
em frascos. Os transformantes foram inoculados em meio BMGY-U em seguida, as células
foram transferidas para o0 meio BMMY-U com metanol a 2% a 28°C. O sobrenadante de
cultura analisado quanto a atividade enzimatica e perfil protéico por SDS/PAGE (Laemmli,
1970).

O zimograma foi realizado para monitorar a atividade de p-glucosidase apos
incubacédo do gel SDS-PAGE a 50°C por 30 minutos com 40uM de 4-metilumbeliferil B-D-
glicopyranosideo diluidos em tampdo Mcllvaine (pH6.5). O substrato hidrolisado foi
visualizado em luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSOES
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Ap0s andlises de bioinformética foi possivel verificar que esse gene
possui 1431 pares de bases que ao serem traduzidos irdo gerar uma proteina com 476
aminoéacidos, sendo que desses 1431 pares de bases 81 formam o peptideo sinal da proteina
que sera secretada.

Para o isolamento do gene HgBGL4 foi realizado uma inducdo da producdo e
atividade de B-glicosidases. Apds a inducdo e coleta dos micélios realizou-se a extracdo de
RNA sintetizando a fita complementar logo em seguida, e depois, com os primers especificos
foi reamplificado o gene de interesse como mostra na Figura 1A. O cDNA foi clonado no
vetor pGEM-T-Easy e subclonado em pPIC9. Na figura 1B vemos as PCR’s confirmando a
insercdo do gene no plasmideo.
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Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio A- (1) PCR com primers
especificos para HJBGL4 usando como molde a fita de cDNA. B - (1) Confirmagdo da subclonagem do gene
bgl4 em pPIC9 utilizando primers AOX (2) Confirmacéo da subclonagem do gene bgl4 com primers especificos.
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Em seguida, transformamos a linhagem SMD1168 de Pichia pastoris com o cassete
linearizado com Pmel para gerar transformantes Mut". Esses clones foram analisados quanto
ao melhor produtor em um screening inicial. Ap6s a escolha do melhor clone foram
produzidas cinéticas de crescimento e producdo de B-glicosidases. Na figura 2A é possivel
verificar a cinética de producdo da enzima HgBGL4 em relacdo ao controle e a SMD1168
selvagem.
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Figura 2 — Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE corado com comassie blue. A — Marcador
molecular; 1 — Ponto de 0 horas de indugdo em metanol 2%; 2 — 24 horas; 3 — 48 horas; 4 — 72 horas; 5 — 96
horas; 6 — 120 horas; C+ controle pPIC9 vazio; SMD1168 selvagem. B — (1) extrato bruto P. pastoris

concentrado com HgBGL4 (2 e 3) zimograma utilizando a mesma amostra da HgBGL4 concentrada.

Ao analisarmos a figura 2B podemos predizer que a enzima recombinante produzida
por P. pastoris € glicosilada, por apresentar uma massa molecular maior que a predita por
ferramentas computacionais e também, pelas que foram expressas em Sacharomyces
cerevisae e Aspergillus oryzae (Takashima et al. 1999; Benoliel et al. 2010).
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Usamos o sobrenadante de cultura da inducdo de Pichia pastoris para a
caracterizagdo parcial da atividade de B-glicosidase recombinante. A temperatura 6tima ficou
em 50°C como visto na Figura 3A e o pH 6timo ficou em 7, mas com atividade relativa de
mais de 95% em torno dos pHs 6 e 6,5. Esses dados corroboram com o descrito por
Takashima et al. 1996 na caracterizacdo da enzima nativa purificada. Ou seja, apesar de a
Pichia Pastoris secretar uma recombinante mais glicosilada, em torno de 70 kDa, como
mostrado na Figura 2B, ela repete os padrdes bioquimicos da enzima selvagem.
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Figura 3 — Atividade relativa de B-glicosidases em extrato bruto de Pichia pastoris transformada com pPIC9-
HgBGL4. A — Temperatura 6tima. B — pH 6timo. Os experimentos foram realizados em triplicata. Utilizou-se
também 0,185ug/pL de enzima para esses ensaios.

CONCLUSOES

Até o presente momento podemos concluir que a enzima HgBGL4 é um interessante
alvo de pesquisa, podendo contribuir para uma eficiente degradacdo da celulose a glicose.
Podendo assim, tornar-se componente do coquetel de enzimas celuloliticas utilizadas para a
producéo de bioetanol de segunda geracéo, a partir da hidrolise do bagaco de cana-de-agucar.
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