Caracterizacao de Potencial Xilanase
de Paenibacillus sp. WS30

Sarah Conessa de Moura?, Betulia de Morais Souto ?, Andréssa de
Rezende Bastos Araujo 3, Betania Ferraz Quirino *

Resumo

Xilanases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da ligacdo glicosidica B-(1,4) da
cadeia linear da xilana, um dos principais polissacarideos estruturais das células vegetais
e o segundo mais abundante na natureza. Bactérias e fungos sdo eficientes produtores
de enzimas xilanoliticas, sendo assim nesse trabalho genes de potenciais xilanases
da colecdao de microrganismos da Embrapa Agroenergia foram clonados em cepas de
Escherichia coli Tuner DE3 por meio do plasmideo pET21a. Oriundo de Paenibacillus sp.
o gene P_X6 foi expresso em E. coli e destacou-se pela atividade da enzima produzida
sobre xilana. A proteina P_X6 apresenta 39,65 kDa de massa molecular, tendo o gene
qgue a codifica 1.023 pares de bases. A atividade enzimatica de P_X6 foi avaliada nos
substratos sintéticos pNPG, pNPGal, pNPC, pNPaG e pNPX e nos naturais xilana,
celobiose, maltose, lactose, salicina e xilobiose. Posto isso, apds 72 horas de expressao,
concentracdo da amostra e purificacdo por cromatografia de afinidade, verificou-se
a presenca de atividade enzimatica em pNPX, pNPC e em xilana. A P_X6 se mostrou
promissora por apresentar alta atividade em xilana de faia.
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Introducao

A hemicelulose é o segundo polissacarideo mais comum na natureza, compondo
cerca de um terco da biomassa lignocelulésica (Saha, 2003). Trata-se de um
polimero heterogéneo agrupado em quatro classes: xiloglucanos, xilanas, mananos e
glucomananos e B-glucanos (Scheller; Ulvskov, 2010). A bioconversao de xilana tem
recebido cada vez mais atengdo, tendo em vista suas aplicagdes em processos industriais
com a sintese organica de produtos de valor agregado a partir da hemicelulose (Malgas
et al., 2019; Nieto-Dominguez et al., 2019).

A hidrdlise enzimatica de polissacarideos surgiu como uma tecnologia proeminente
para conversdo de biomassa lignoceluldésica em mon6meros de aglcar e posteriormente
em produto com valor agregado (Dyk; Pletschke, 2012). As xilanases sdao importantes
enzimas hidroliticas responsaveis pela clivagem da ligacdo glicosidica B-(1,4) da cadeia
linear da xilana, gerando xilo-oligossacarideos curtos como, por exemplo, a xilobiose
(Irfan et al., 2016; Motta; Andrade; Sant, 2013; Rennie; Scheller, 2014). A grande maioria
das xilanases utilizadas na industria sdo produzidas por microrganismos como bactérias
e fungos (Choi; Han; Kim, 2015).
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As xilanases microbianas apresentam ampla aceitagdo no mercado de enzimas
industriais, movimentando cerca de 200 a 300 milhdes de délares anuais (Leisola et al.,
2011). Dessa forma, despertam cada vez mais o interesse pelo potencial biotecnolégico
para aplicacdo em escala industrial que possuem (Burlacu; Cornea; Israel-Roming,
2016). Algumas dessas aplicagdes, por exemplo, sdo a clarificacdo de sucos ou cervejas,
panificacdo, amolecimento e branqueamento de frutas para polpas, processamento
de tabaco, extracdo de dleos vegetais, recuperacdo de fibras téxteis, bioconversao
de residuos agricolas e producdo de dlcool de segunda geracdo (Kumar et al., 2017;
Kumar; Pratyoosh, 2018; Shah; Charlton; Kim, 2017). Porém, cada processo requer
enzimas ativas em condicOes diferentes. Logo, é necessdario antes da comercializacao a
determinacao de parametros que identifiquem o potencial que cada enzima apresenta
em termos de aplicagdo industrial. Para isso é realizada a caracterizagdo, ou seja, a
especificacdo de seu pH dtimo, temperatura 6tima, estabilidade e parametros cinéticos.

Nesse contexto, este trabalho propde a otimizacao da expressao e a caracterizagao
bioquimica de uma potencial xilanase selecionada da biodiversidade microbiana
brasileira, visando determinar seu potencial para aplicacao industrial.

Material e Métodos

Selecao do clone a ser trabalhado

Cinco cepas de Escherichia coli Tuner DE3 transformadas com o plasmideo pET21a
e contendo os genes de potenciais xilanases (B1096 GH11-1, F43 GH10-2, P_X6, A_
X1 e A _X2) foram obtidas. A origem dos genes B1096 GH11-1 e F43 GH10-2 foi do
transcriptoma de um fungo, P_X6 do genoma de Paenibacillus sp. e A_X1 e A_X2 do
genoma de Arthrobacter.

As cepas foram estriadas em placas com meio LB agar estéril com 200 pg/mL
de ampicilina e dessa forma permaneceram na estufa por 24 horas a 37 °C. Apds o
crescimento das col6nias em placas, para a expressao dos genes clonados, foi realizado
um protocolo de autoinducdo, no qual as células foram primeiramente crescidas em
meio MDAG (Studier, 2014) a 37 °C overnight e depois inoculadas em meio ZYM5052
(Studier, 2005) a 37 °C overnight, e a 20 °C por 48 horas. Apds realizar a autoinducdo, os
clones foram avaliados quanto a sua atividade em xilana de faia. Para isso foram testados
tanto o sobrenadante quanto o pellet da inducado, sonicado. A atividade enzimatica foi
feita com 5 pl de tampdo MES pH 6,0, 25 pl de xilana 6% (p/v) e 20 pl do sobrenadante
retirado de cada amostra. Os meios reacionais foram colocados em uma placa de PCR
e incubados em termociclador por 20 minutos a 50° C. Em seguida, foi adicionado
120 pl de DNS seguido de incubag¢do por mais 10 minutos no termociclador a 99° C. As
amostras foram transferidas para uma placa de elisa de fundo chato e foi feita a leitura
da absorbancia a 540 nm. Uma curva padrao de xilose foi utilizada para quantificagdo da
atividade enzimatica.

Expressao de P_X6 em E. coli

Tendo em vista a continuidade dos testes de atividade com o clone P_X6 foi
realizada uma nova produgdao em maior quantidade. Logo foi feito um pré-inéculo em
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5 mL de meio minimo de crescimento MDAG (Studier, 2014), com 5 pL de ampicilina
200 pg/mL. Para o controle negativo em bioensaios, foi utilizada uma cepa de E. coli
Tuner com pET21a vazio e, para controle positivo, foi usado o clone Xnd01, que possui
comprovada atividade em xilana. As amostras foram incubadas a 37 °C, 300 rpm,
overnight. A partir do pré-inéculo foi realizado um inéculo de 300 mL de meio
ZYM 5052 (Studier, 2005) com ampicilina a 200 pg/mL. A amostra foi incubada a 37 °C
overnight e 20 °C por 48 horas.

Concentracao, purificacao e quantificacao proteica em amostras
contendo P_X6

Apds a expressdao da proteina conforme descrito anteriormente, a amostra
produzida (300 mL) teve o sobrenadante coletado e levado ao concentrador Amicon
Stirred Cells 200 mL. O sobrenadante foi concentrado para 50 mL por meio de uma
membrana de 10 kDa.

A purificacdo da xilanase P_X6 foi feita usando o sistema de purificacdo de proteinas
AKTA PURE (GE Healthcare Life Sciences). O método utilizado foi de cromatografia por
afinidade utilizando a coluna GE His-trap HP 5 mL e os tampdes Lew e Lew 300 mM
imidazol para elui¢do (segundo o protocolo descrito no manual da Protino Ni-TED/IDA).

Apos purificagdo, o grau de pureza de P_X6 foi determinado em gel SDS PAGE 12%, no
qual a amostra purificada, o extrato bruto e as fragdes coletadas na purificacdo (passado
e lavado) foram submetidos a eletroforese com uma corrente constante de 30 mA.

A concentragdo proteica na fracdo coletada apds corrida cromatografica, que
continha atividade catalitica de P_X6 foi medida utilizando o Kit Pierce ™ BCA Protein
Assay conforme o protocolo do fabricante (ThermoFisher Scientific).

Teste de atividade da P_X6 em derivados de pNP

Foram utilizados diferentes substratos sintéticos derivados de para-Nitrofenol (pNP)
paraavaliaraatividade enzimatica, sendo eles pNPC(p-nitrofenil-B-D-celobiosideo), pNPX
(p-nitrofenil-B-D-xylopiranosideo), pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo), pNPaG
(p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo) e pNPGal (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo).
Esses substratos foram preparados a uma concentragao final de 50 mM.

Com cada substrato foi realizado o teste de atividade enzimatica em triplicata. Logo,
foi adicionado em pogos de uma placa de PCR 10 pl de cada substrato, 5 ul da amostra
purificada de P_X6, 10 pl de tampao MES e 75 ul de dgua deionizada em sistema Milli-Q.
As reacgoOes foram incubadas no termociclador por 15 minutos a 50 °C, em seguida foi
adicionado 100 pl de carbonato de sédio 1M e coletado 190 pl de cada pogo para
leitura a 405 nm no espectrofotometro. Os valores de absorbancia foram convertidos
em concentragdes de pNP usando uma curva de calibragao previamente construida. As
concentracdes de pNP determinadas em cada amostra foram utilizadas para o célculo da
atividade enzimdtica. Uma unidade de atividade (1 Ul) foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 pmol/min nas condig¢des utilizadas nesse estudo.

Teste de atividade da P_X6 em substratos naturais

O teste foi realizado com os substratos celobiose, maltose, lactose, salicina e
xilobiose preparados a 150 mM e xilana 4% (p/v). Foi feito em triplicata com a adicdo
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de 15 pl do substrato, 20 ul de P_X6, 30 pl de tampdao MES 0,5M e 100 ul de agua
deionizada em sistema milli-Q em cada pogo. A reacao foi incubada no termociclador
por 30 minutos a 50° C e em seguida a 95° C por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado
150 ul de glicose monorreagente do kit Bioclin e a reacdao permaneceu no termociclador
por mais 10 minutos a 37° C. As amostras foram coletadas e a absorbancia avaliada no
espectrofotometro em 505 nm.

O teste de atividade enzimdtica de P_X6 em xilana de faia ocorreu conforme descrito
no tépico ‘Selecao do clone a ser trabalhado’.

Resultados e Discussao

Selecao do clone com maior potencial para hidrdlise de xilana

Apds analise das atividades hidroliticas em xilana catalisada pelas enzimas obtidas
da expressdo dos 5 clones (GH11-1, F43 GH10-2, P_X6, A_X1 e A_X2) avaliados nesse
estudo, foi possivel verificar que o clone E. coli pET21a com inserto P_X6 apresentou
maior atividade enzimatica em xilana, quando comparado aos demais clones. Logo, esse
clone foi selecionado para prosseguir com a expressao dessa enzima para caracterizagao.
Para esse clone, a enzima é secretada para fora da célula, ou seja, pode ser extraida
diretamente do sobrenadante do cultivo, o que facilita o processo de purificacdo e
elimina a necessidade de sonicar as células como ocorre frequentemente em E. coli.

Purificacao de P_X6

Apds a passagem do sobrenadante, previamente concentrado, do cultivo de E. coli
contendo a proteina P_X6 no AKTA PURE (GE Healthcare Life Sciences) para a purificagao,
foram coletadas duas fragdes compreendidas entre dois intervalos de tempos da corrida
cromatografica, ou seja, regides do cromatograma em que foram observadas fragdes de
absorcdo referente a proteinas. Essas fragdes foram submetidas a andlise em gel de SDS
PAGE 12%, dessa forma verificou-se que na primeira coletada (B1) varias proteinas
indesejdveis estavam presentes, contudo, na segunda (C2) foi possivel obter a proteina
P_X6 pura, conforme mostra a Figura 1.

EEE P L BlLE2 M kDa

Figura 1. Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida
12% das fragdes coletadas apds a purificagdo de P_X6
no AKTA PURE (GE Healthcare Life Sciences). A banda
na altura de 40 kDa indica que a proteina foi purificada
conforme o esperado. E.B: extrato bruto, P: passado, L:
lavado, M: marcador de massa molecular “Page Ruler
Prestained Protein Ladder” da Thermo Scientific.

117

Graduandos



VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais 118

Teste de atividade enzimatica da P_X6 em derivados de pNP

Por meio da quantificacdo proteica realizada com o Kit BCA Protein Assay, obteve-se
um total de 0,12 pg/uL de P_X6 purificada, viabilizando o inicio dos testes de atividade
enzimatica em substratos sintéticos e naturais. O primeiro a ser feito foi o teste em
derivados de pNP.

Como observado na Figura 2, a potencial xilanase P_X6 demonstrou alta atividade
em pNPC (p-nitrofenil-B-D-celobiosideo) e pNPX (p-nitrofenil-B-D-xylopiranosideo) e
nenhuma atividade em pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo), pNPaG (p-nitrofenil-
a-D-glucopiranosideo) e pNPGal (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo). Tal atividade é
caracteristica de celobio-hidrolases (pNPC) e B-xilosidases, logo é provdvel que a
hidrélise de derivados de pNP possa ser atribuida a mais de uma especificidade da
potencial P_X6.

Graduandos
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Figura 2. Teste de atividade enzimatica da P_X6 em derivados de pNP sendo eles: pNPG (p-nitrofenil-B-D-
glucopiranosideo), pNPGal (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo), pNPC (p-nitrofenil-B-D-Celobiosideo), pNPX
(p-nitrofenil-B-D-xylopiranosideo) e pNPaG (p-nitrofenil-a -D-glucopiranosideo). O desvio padrao foi calculado com

base em triplicatas.

Teste de atividade da P_X6 em substratos naturais

Por fim, foi realizado o teste nos substratos naturais maltose, celobiose, lactose,
salicina, xilobiose e xilana. Porém foi observado atividade apenas em xilana de faia,
conforme o protocolo utilizado no inicio para selecdo dos clones. Foi constatado que a
P_X6 apresenta atividade catalitica semelhante a do controle positivo GH10-1 (Xnd01),
com atividade enzimatica de 21, 1957 U/mg. Portanto, P_X6, deve atuar como xilanase.
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Conclusao

A enzima P_X6 originada de Paenibacillus sp. foi produzida de forma heterdloga em
E. coli. Esta enzima possui atividade em diferentes substratos, mas atua principalmente
como uma xilanase. Novos ensaios estdo em andamento para prosseguir com a
caracterizacao bioquimica da P_X6.
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