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EXPRESSAO HETEROLOGA E ESTUDO CINETICO DE OXIDOREDUTASES
ENVOLVIDAS COM A DESCONSTRUGAO DA BIOMASSA

RESUMO - Atualmente, a aplicagdo de biocatalisadores em processos
industriais impulsiona a exploracdo de novas enzimas, especialmente aquelas
capazes de degradar material lignoceluldsico, que pode ser potencialmente utilizado
na fabricacdo de biocombustiveis e outros produtos de grande valor. O etanol de
segunda geragao € reconhecido como uma alternativa sustentavel aos combustiveis
fésseis, pois € produzido a partir de residuos agroindustriais. As enzimas lacases e
monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) apresentam um potencial
biotecnolégico em varios setores industriais, principalmente no setor de sacarificagéo
da biomassa lignocelulésica. Neste cenario, um estudo foi realizado para caracterizar
uma nova lacase, denominada Lac_CB10, prospectada de Chitinophaga sp. CB10. As
lacases sdo relevantes em processos industriais por sua capacidade de oxidar
compostos néo fendlicos sem a necessidade de um mediador redox. A Lac_CB10
revelou propriedades extremofilas, mostrando atividade em condi¢cbes altamente
alcalinas (pH 10,5) e em altas temperaturas (80 - 90 °C), mantendo-se ativa acima de
50% por cinco horas nessas condigbes. Além disso, a andlise espectral confirmou as
caracteristicas tipicas das lacases amarelas, indicando seu potencial em aplicagdes
industriais e na biorremediacao ambiental, especialmente em ambientes extremos. O
estudo com as LPMOs buscou expressar heterologamente trés novas LPMOs de
diferentes origens (um metagenoma de torta de filtro, um consércio degradador de
biomassa e o genoma de Bacillus thurigiensis). Contudo, os resultados negativos
indicaram desafios na expressdo dessas enzimas, apontando a necessidade de
investigacdo adicional sobre seu funcionamento. Essa pesquisa destaca as
promissoras aplicagdes industriais de enzimas extremoéfilas, como a Lac_CB10, em
diversas condigdes, bem como os desafios enfrentados na expressdo das LPMOs,
abrindo caminho para futuras exploragdes e avancos no campo das aplicagdes
enzimaticas.

Palavras-chave: biomassa lignoceluldsica, enzimas, extremofila



HETEROLOGOUS EXPRESSION AND KINETIC STUDY OF OXIDOREDUTASES
INVOLVED WITH BIOMASS DECONSTRUCTION

ABSTRACT - Currently, the utilization of biocatalysts in industrial processes
drives the exploration of new enzymes, especially those capable of degrading
lignocellulosic material, potentially used in the production of biofuels and other high-
value products. Second-generation ethanol is recognized as a sustainable substitute
for fossil fuels as it is derived from agro-industrial waste. Enzymes such as laccases
and lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) show biotechnological potential
in various industrial sectors, particularly in the lignocellulosic biomass saccharification
field. In this context, a study was conducted to characterize a new laccase, named
Lac_CB10, isolated from Chitinophaga sp. CB10. Laccases are valuable in industrial
processes due to their ability to oxidize non-phenolic compounds without the need for
a redox mediator. Lac_CB10 demonstrated extremophilic properties, exhibiting activity
in highly alkaline conditions (pH 10.5) and at high temperatures (80°C - 90°C),
maintaining over 50% activity for five hours under these conditions. Furthermore,
spectral analysis confirmed the typical features of yellow laccases, indicating its
potential in industrial applications and environmental bioremediation, especially in
extreme environments. The study involving LPMOs aimed to heterologously express
three new LPMOs from different sources (a filter cake metagenome, a biomass-
degrading consortium, and the Bacillus thurigiensis genome). However, the negative
outcomes indicated challenges in expressing these enzymes, highlighting the need for
further investigation into their functionality. These research endeavors collectively
underscore the promising industrial applications of extremophilic enzymes, such as
Lac_CB10, in diverse conditions, as well as the challenges encountered in LPMO
expression, paving the way for future explorations and advancements in the field of
enzymatic applications.

Keywords: Lignocellulosic biomass, enzymes, extremophile



CAPITULO 1 - Considerac6es Gerais

1. INTRODUGCAO

A capacidade das enzimas no ambito biotecnolégico tem despertado
consideravel interesse entre a comunidade de pesquisa, impulsionando uma busca
continua por variantes de enzimas que sejam ndo apenas mais eficazes, mas também
capazes de otimizar significativamente os custos de produgdo em diversas areas de
aplicagao.

As enzimas tém desempenhado papéis fundamentais em uma miriade de
setores, abrangendo desde a produgao de biocombustiveis (Robak e Balcerek, 2018),
o tratamento de aguas residuais (Cammarota e Freire, 2006; Unuofin et al., 2019), a
industria téxtil (Madhavan et al., 2021), a fabricagao de papel e celulose (Maijala et al.,
2008; Choi et al., 2015), até a produgao de alimentos (Akoh et al., 2008), bebidas
(Uzuner e Cekmecelioglu, 2019), produtos farmacéuticos (Choi et al., 2015),
substancias quimicas de alto valor (Nestl et al., 2011) e até mesmo aprimoramento da
digestibilidade de ragao animal (Ojha et al., 2019).

Isso ocorre porque as enzimas oferecem uma abordagem de biocatalise
industrial que é vantajosa e ambientalmente sustentavel. Operando sob condigdes de
reacao suaves, essas biomoléculas exibem uma notavel eficiéncia e especificidade
em suas funcdes. Além disso, a utilizacdo de enzimas simplifica as rotas de producao,
minimiza a geragao de residuos toxicos e poluentes, e reduz significativamente o
tempo necessario para a conclusao dos processos envolvidos (Akoh et al., 2008; Choi
et al., 2015).

Apesar das inumeras vantagens inerentes ao uso de enzimas, a
implementagdo da digestdo enzimatica em escala industrial enfrenta desafios
financeiros consideraveis. Isso se deve, em grande parte, ao custo ainda substancial
das enzimas, muitas vezes agravado pela necessidade de importagcdo e pelas
continuas melhorias exigidas nas formulagdes comerciais, visando aprimorar sua
eficacia e estabilidade em face das adversidades tipicas dos processos em que sao
empregadas (dos Santos et al., 2016; Johnson, 2016; Branco et al., 2019). Esses



desafios financeiros tém sido os principais impulsionadores por tras da incessante
busca por novas enzimas e do continuo progresso na engenharia enzimatica, com o
intuito de desenvolver enzimas mais robustas, estaveis, eficazes e de custo de
produg¢ao mais acessivel.

O conhecimento aprofundado sobre os mecanismos moleculares das enzimas
envolvidas na degradagao da biomassa lignocelulésica desempenha um papel crucial
nas industrias de biocombustiveis e bioprocessos. Esse entendimento ndo apenas
impulsiona avangos tecnologicos, mas também promove o desenvolvimento de

catalisadores mais eficazes e economicamente acessiveis.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas fisico-quimicas da biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica representa o recurso renovavel mais abundante em
nosso planeta. Estimativas indicam que os subprodutos da agroindustria e os residuos
florestais totalizam cerca de 140 gigatoneladas (Tripathi et al., 2019). A utilizacdo em
larga escala dessa biomassa desempenha um papel significativo na promog¢ao de uma
economia com baixas emissdes de carbono e na resposta as mudancgas climaticas
globais (Kumar et al., 2021).

A abundancia desse recurso resultou em um crescente interesse na produgao
de materiais ecoamigaveis a partir desses residuos agricolas ao longo da ultima
década (Mehta et al., 2020). No Brasil, uma variedade de formas de biomassa se
destaca, com énfase nos residuos lignocelulésicos, que englobam residuos florestais
e agricolas. Entre eles, o bagago e a palha da cana-de-agucar, provenientes da
industria sucroalcooleira, sGo os mais abundantes.

A Figura 1 ilustra a composi¢c&o da biomassa lignoceluldsica, onde a celulose
se organiza em microfibrilas que sdo mantidas unidas pela hemicelulose e pela lignina,
estabelecendo uma combinagéao de ligagdes de hidrogénio e ligagdes covalentes (Lee,
1997). Essa biomassa é caracterizada por conter os principais elementos dos residuos
vegetais, com destaque para a celulose (40-50%), a hemicelulose (20-30%) e a lignina



(10-15%). Adicionalmente, uma pequena fragdo da biomassa vegetal contém pectina,
ceras e extratos, e a proporgao de cada componente pode variar conforme a fonte, a

parte da planta e a idade da biomassa (Naidu et al., 2018).

Biomassa Lignoceluldsica

Hemicelulose (20-30%)

Hemicelulose
o= =
:-c\/:\ =-:,/,\/ ~ :\/:\ =-c/(\/ g
L “ o
s (2

=ooc o

Figura 1. Composig¢ao geral da biomassa lignoceluldsica, mostrando as fragbes de
celulose, hemicelulose e lignina, bem como suas estruturas quimicas. Template de
“Lignocellulose  Structure”, por  BioRender.com (2024). Obtido em
https://app.biorender.com/biorender-templates.

A celulose é o biopolimero mais abundante presente na biomassa
lignocelulésica, formada por unidades de D-glicose, unidas por ligagdes [B-1,4-
glicosidicas (Mussatto e Teixeira, 2010), bem como estdo presentes por toda cadeia
celulésica ligagdes de hidrogénio, que fazem com que as cadeias se organizem
paralelas entre si, resultando em regides cristalinas (Limayem e Ricke, 2012).

A lignina desempenha um papel fundamental ao fornecer a integridade

estrutural e a rigidez na biomassa lignoceluldsica. Ela esta intimamente associada a


https://app.biorender.com/biorender-templates

hemicelulose e celulose, atuando como uma substancia adesiva que as mantém
unidas (Naidu et al., 2018). Além disso, esse biopolimero é hidrofébico, o que impede
a penetragdo de agua nas paredes celulares, proporcionando protegao a celulose e
hemicelulose (Mokhothu e John, 2015) e impedindo a sua distensdo (Maurya et al.,
2015).

A lignina exibe uma notavel resisténcia a degradagao, tanto quimica quanto
enzimatica, o que contribui para a defesa eficaz da biomassa lignoceluldsica contra
possiveis ataques bacterianos (Mussatto e Teixeira, 2010; H. Isikgor e Remzi Becer,
2015). Contudo, existem organismos como os fungos de podriddo branca, como
Pleurotus sp., actinomicetos, como Streptomyces sp. e Rhodococcus sp., além de
proteobactérias, como Pseudomonas sp. e Enterobacter sp., que possuem a
capacidade de produzir enzimas oxidativas altamente eficazes para degradar essa
biomassa (Harirchi et al.; Lee et al., 2019).

A hemicelulose € um heteropolimero que se compde de uma variedade de
monossacarideos, incluindo pentoses, hexoses, acucares acetilados e acidos
urénicos, e essa composi¢cado pode variar dependendo do tipo de planta de origem
(Mussatto e Teixeira, 2010). Ao contrario da celulose, a hemicelulose apresenta
cadeias mais curtas, é ramificada e nao cristalina (Cunha e Gandini, 2010), porém,
similarmente, sao formadas por residuos de B -D-piranose, unidos por ligacées 31,4,
como glicose, manose e xilose (Rose, 2003). A hemicelulose é categorizada em trés
subgrupos principais, conhecidos como mananas, xilanas e xiloglucanas, sendo as
xilanas as mais prevalentes (Naidu et al., 2018). A Figura 2 ilustra os agucares que

compdem a maior parte das estruturas hemiceluldsicas.
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Figura 2. Diagrama de fluxo dos agucares que compde a hemicelulose. Adaptado de
(Naidu et al., 2018)

2.2. Biomassa lignocelulésica e a produgao de biocombustiveis

Atualmente, cerca de 80% da energia consumida no mundo provém de fontes
nao renovaveis, ou seja, os combustiveis foésseis. Esta dependéncia tem ocasionado
preocupagdes devido a crescente consciéncia ambiental, que tem intensificado a
busca por fontes de energia produzidas a partir de fontes renovaveis e
ambientalmente amigaveis (Morales et al., 2015). A lignocelulose € uma alternativa
promissora, pois € uma fonte organica com emissao zero de carbono e nao
compromete o abastecimento global de alimentos (Kumar et al., 2018). Globalmente
sdo produzidas 181,5 bilhdes de toneladas de biomassa lignoceluldsica por ano e
somente cerca de 8,2 milhdes sao utilizadas (Dahmen et al., 2019).

Diversos meétodos, tais como 0s processos termoquimicos, quimicos e
bioldgicos, sdo empregados para a conversao da lignocelulose em diversos tipos de
bioprodutos de valor agregado, assim como em combustiveis de diferentes estados
fisicos, incluindo gasosos (como o biogas e o biohidrogénio), liquidos (tais como o

biodiesel e o bioetanol), e sélidos (como os briquetes) (Bichot et al., 2020).



Com o objetivo de obter a fragcdo mais eficiente da biomassa e desenvolver
processos econdmicos, ecoldgicos e sustentaveis para a biorrefinaria lignoceluldsica,
€ essencial contar com um processo de fracionamento eficaz (Chuetor et al., 2021).
Nesse contexto, a etapa de pré-tratamento desempenha um papel crucial, uma vez
que modifica a estrutura lignocelulésica para extrair os constituintes individuais,
aumentando a reatividade do material lignoceluldsico para aplicagdes subsequentes
e preservando as caracteristicas iniciais dos constituintes (Bhatia et al., 2020) (Figura
3).

/Lignina

Figura 3. Esquema do efeito do pré-tratamento sobre a lignocelulose. Adaptado de
(Haghighi Mood et al., 2013).

Existem quatro métodos de pré-tratamento disponiveis: fisico, quimico, fisico-
quimico e bioldgico (Kumar et al., 2020). A combinacdo de um ou mais desses
métodos é necessaria para atingir a maxima eficiéncia, uma vez que apenas um
método isolado ndo é capaz de degradar a biomassa de maneira adequada para a

obtencgao dos resultados desejados (Ashokkumar et al., 2022).



O etanol de segunda geracdo (2G) destaca-se entre os biocombustiveis
derivados de biomassa lignoceluldsica, sobretudo pela sua capacidade de aumentar
a produtividade de etanol sem a necessidade de expandir a area cultivada (Pereira et
al., 2015), além de seu potencial para diminuir a dependéncia de combustiveis fosseis.
A sintese desse bioetanol envolve rotas termoquimicas e bioldgicas, nas quais a parte
resistente da lignina € degradada em moléculas simples que sdo entdo convertidas
em etanol (Ashokkumar et al., 2022).

No entanto, a recalcitrancia da biomassa resulta em custos de producdo mais
elevados em comparagdo com o etanol de primeira geracdo. Isso se deve a
necessidade de importacdo e a baixa atividade catalitica das enzimas utilizadas na
hidrolise da biomassa (dos Santos et al., 2016; Robak e Balcerek, 2018; Branco et al.,
2019; Malico et al., 2019). Enzimas como celulases e hemicelulases podem auxiliar
na hidrélise dos componentes de lignocelulose, convertendo-os em unidades de
monossacarideos (agucares) que sao posteriormente fermentados por leveduras e
bactérias para produzir etanol. No entanto, a complexidade dos métodos de pré-
tratamento e os desafios econdmicos e técnicos na conversdo da biomassa
representam obstaculos significativos na producao de bioetanol (Mu et al., 2010).

Além do etanol de segunda geracdo outros tipos de biocombustiveis séo
produzidos a partir da biomassa lignocelul6sica, bem como bioquimicos de valor

agregado e bioprodutos derivados de lignina, celulose e hemicelulose.

2.2.1. Combustivel para avidoes

A industria da aviacdo € um importante meio de transporte, movendo milhdes
de pessoas e toneladas de carga anualmente. No entanto, seu uso de querosene
como combustivel contribui significativamente para as emissdes de CO2, sendo
responsavel por cerca de 2,5% das emissbes globais. Isso levanta preocupacodes
sobre 0 aquecimento global. Uma alternativa sustentavel é o combustivel de aviacao,
produzido a partir de fontes renovaveis (SAF), como biomassa lignocelulésica. O SAF
atende aos padrdoes de combustivel de aviacado e tem o potencial de satisfazer uma
parcela significativa da demanda energética da aviacao até 2040, de acordo com a



Agéncia Internacional de Energia. A produg¢ao do SAF envolve métodos bioquimicos
e termoquimicos, usando residuos biogénicos e 6leos vegetais como matéria-prima.
No entanto, desafios relacionados a custos e politicas de impostos precisam ser
superados para viabilizar sua producdo em larga escala em comparagdo com

combustiveis fosseis (Transport — Topics - IEA; Eswaran et al., 2021; Zelt, 2018).

2.2.2. Biobutanol

O biobutanol, produzido a partir de biomassa lignocelulésica, apresenta varias
vantagens em relagdo ao bioetanol, como imiscibilidade na agua, facilidade de
transporte e armazenamento, baixa toxicidade e alto conteudo energético. A
fabricagéo é realizada por empresas como a Butamax e a Gevo, com ampla gama de
coprodutos de alto valor, contribuindo para o crescimento econémico (Huang et al.,
2015; Bellido et al., 2014). O processo de produgao envolve a fermentagao de diversas
matérias-primas de biomassa, utilizando a fermentagcdo de acetona-butanol-etanol
(ABE) com desafios relacionados ao baixo rendimento, toxicidade do butanol para
microrganismos, recuperagao do butanol e custos mais elevados em comparagao com
o processo petroquimico (US$ 1,87/kg vs. US$ 1,52/kg). Pesquisas futuras devem se
concentrar na redugdo dos custos de processamento do biobutanol, explorando
estratégias como mutagénese, protedbmica e tecnologia baseada em DNA

recombinante (Jiang et al., 2015).

2.2.3. Biogas

O biogas é uma valiosa fonte de energia renovavel, especialmente como
alternativa a gasolina. Ele é gerado a partir de matéria organica através de digestao
anaerdbica, resultando principalmente em dioxido de carbono e metano (CO2 e CHa),
além de vestigios de sulfetos de hidrogénio e siloxanos. O processo de digestao
ocorre na auséncia de oxigénio e € conduzido por organismos anaerobios que podem

decompor matérias-primas biodegradaveis, como residuos verdes, residuos de



alimentos, materiais agricolas, residuos urbanos, esgoto e compostos, em sistemas
fechados conhecidos como biorreatores, biodigestores ou digestores anaeroébicos.

A producao de biogas oferece oportunidades econdmicas e de emprego em
areas rurais, através do gerenciamento de residuos e valorizagdo da biomassa. A
eficiéncia da producdo de biogas é influenciada por varios fatores, incluindo pH,
temperatura, tempo de retengdo, relacdo C/N e taxa de carga organica. Os
microrganismos usados no processo variam de acordo com sua sensibilidade a
temperatura. No entanto, a utilizagdo de matéria-prima a base de lignocelulose no
processo de digestdo anaerobica é limitada devido a resisténcia dos componentes
internos da biomassa, resultando em baixa taxa de digestdo. Para superar esse
desafio, estdo sendo desenvolvidos processos de co-digestdo, métodos de pré-
tratamento, uso de indéculos microbianos e aditivos quimicos e biolégicos para

melhorar o desempenho da producgao de biogas (Okolie et al., 2021; Mao et al., 2015).

2.2.4. Bioquimicos de valor agregado

Os carboidratos, polissacarideos encontrados na lignocelulose, sao
convertidos em monossacarideos, como glicose e frutose, e intermediarios soluveis
através de reacdes de despolimerizagao realizadas por hidrolise enzimatica ou acida.
Esses agucares resultantes sdo posteriormente transformados em uma variedade de
produtos quimicos organicos de alto valor, incluindo substancias como 5-
hidroximetilfurfural (HMF), furfural, acido levulinico (LA), acido 2,5-furandicarboxilico
(FDCA), vy-valerolactona (GVL), 2,5-dimetilfurano (DMF), didis, etanol e
hidrocarbonetos liquidos, por meio de processos de sintese seletiva (Mariscal et al.,
2016).

2.2.5. Bioprodutos derivados da biomassa lignocelulésica

A lignocelulose, composta por celulose e hemicelulose, fornece carboidratos

que desempenham um papel fundamental na producdo de bioenergia e diversos
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produtos quimicos organicos de baixa massa molecular, como etanol, metanol, acido
aceético, acido férmico, 5-hidroximetilfurfural e outros compostos. A lignina, por outro
lado, € um componente macromolecular resistente que encontra aplicagdo na
fabricacdo de polimeros aromaticos sintéticos, incluindo poliamidas, resinas,
termoplasticos e filmes compostos (Ashokkumar et al., 2022).

Para aproveitar ao maximo a biomassa, € eficaz adotar uma abordagem em
cascata que envolva uma série de procedimentos de pré-tratamento, seguidos pela
separacgao dos diferentes componentes da biomassa. Esse método representa uma
alternativa mais sustentavel em comparagao com abordagens ineficientes baseadas
em meétodos termoquimicos e bioquimicos. Dentre os varios procedimentos de pre-
tratamento, técnicas avangadas, como o uso de fluidos supercriticos (CO2, H20 e
etanol), irradiagdo ultrassonica, perturbacdo de campo eletromagnético, cavitagéo
hidrodinAmica e protocolos de pré-tratamento com liquidos iénicos (IL), tém se
destacado como os métodos mais eficazes para dissolver e hidrolisar os componentes
da biomassa (Ashokkumar et al., 2022).

Na Figura 4 é possivel observar os bioprodutos derivados da biomassa

lignocelulosica.

Biomassa
lignocelulésica

Celulose Hemicelulose

Lignina

Materiais de
carbono

Dispersantes
de corantes

Bioplasticos

Liquidos
ionicos

Filmes finos

Excipientes
farmaceuticos

Compésitos

Adsorventes

Nanoparticula
s de carbono

Aerogéis

Aerogéis

Figura 4. Bioprodutos de alto valor derivados dos componentes da biomassa
lignocelulésica. Adaptado de (Ashokkumar et al., 2022).
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2.3. Enzimas envolvidas na sacarificagao da biomassa

O desafio principal para a utilizagao eficiente da biomassa reside na elevada
recalcitrancia da lignina, a qual pode ser superada por meio de métodos de pre-
tratamento eficazes (Nargotra et al., 2019; Sharma et al., 2018). Esse processo torna
possivel a hidrolise dos componentes da biomassa por meio de enzimas lignoliticas,
convertendo a matriz em agucares que se tornam disponiveis para a producdo de uma
ampla variedade de produtos de significativa importancia na industria (Saldarriaga-
Hernandez et al., 2020).

Dentre essas enzimas, destacam-se as enzimas lignoceluloliticas, como
celulases e hemicelulases, que desempenham a funcdo de quebrar a celulose e
hemicelulose em agucares mais simples, que posteriormente podem ser convertidos
em diversos produtos. Paralelamente, as enzimas ligninoliticas sao responsaveis por
degradar a lignina em compostos aromaticos (Iram et al., 2020).

De forma geral, a enzimas sao divididas de acordo com o tipo de reagédo que
catalisam, e recebem uma codificagdo numérica definida pela “Enzyme Commission”,
que corresponde ao numero E.C, formando seis classes, sendo eles: Oxidoredutases
(EC 1), catalisam reacbes de oxirreducado; Transferases (EC 2), catalisam a
transferéncia de grupos entre moléculas; Hidrolases (EC 3), catalisam a reacao de
hidrolise de varias ligagdes; Liases (EC 4), catalisam a clivagem de ligagbes
covalentes; Isomerases (EC 5), catalisam a transferéncia de grupos em uma mesma
molécula e Ligases (EC 6), ligam as moléculas por meio de ligagdes covalentes (Drula
et al., 2022).

As enzimas responsaveis por hidrolisar a biomassa lignocelulésica em formas
mais simples s&o classificadas como enzimas ativas em carboidratos (CAZymes) e
estao registradas no banco de dados CAZy (Zerva et al., 2021). Esse banco de dados
oferece uma plataforma online que mantém a categorizagéao de familias de CAZymes
constantemente atualizada, onde a identificagdo de novas CAZymes pode ser
conduzida por meio de abordagens O6micas, como metagenémica, protedmica e
transcriptdmica, eliminando a necessidade de isolar e cultivar microrganismos para a

produgao de enzimas (Lombard et al., 2014; Drula et al., 2022).
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2.3.1. Celulases

As celulases sdo um grupo de enzimas hidroliticas responsaveis por romper as
ligagbes B-1,4 glicosidicas presentes na celulose, resultando em produtos
importantes, como glicose, celobiose e celo-oligosacarideos (Houfani et al., 2020).
Essas enzimas pertencem a categoria de CAZymes, possuindo dominios funcionais
que permitem a ligagdo a carboidratos, possibilitando a modificagdo, degradacéo ou
criacdo de ligagbes glicosidicas. Sdo ainda classificadas de acordo com seus
mecanismos de agdo catalitica, incluindo as endoglucanases, exoglucanases ou
celobiohidrolases e B-glicosidases, atuando sinergicamente em um sistema
multifacetado, cooperando na hidrdlise interna da celulose (Madhavan et al., 2021,
Houfani et al., 2020).

O processo de hidrdlise das celulases se inicia com a acado das
endoglucanases, que cortam aleatoriamente as ligagdes B-1,4 glicosidicas, liberando
extremidades redutora e ndo redutoras, que serdo alvo para as exoglucanases,
desencadeando a liberagao de cadeias de celulose, que, por fim, sdo hidrolisados em

agucares pela B-glicosidase (Agrawal e Verma, 2022; Banner et al., 2021) (Figura 5).

| Cristalina | | Amorfo |

Mono-oxigenasse litica
de polissacarideos

‘ Celobiohidrolase I @ B-glicosidase NR | Extremidade ndo redutora

== Glicose m@==G=m Celobiose R Extremidade redutora

‘ Celobiohidrolase | ‘ Endoglucanase

Figura 5. Processo de hidrélise das celulases na biomassa vegetal. A quebra da
celulose por hidrélise comega com a atuagao das endoglucanases, que cortam as
ligagdes B-1,4 glicosidicas de forma aleatdria, resultando em extremidades com
diferentes propriedades redutoras. Essas extremidades servem como alvo para as
exoglucanases, as quais desencadeiam a liberagdo de cadeias de celulose.
Posteriormente, essas cadeias sdo convertidas em acgucares pela acdo da B-
glicosidase.
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Além das enzimas centrais na hidrolise da celulose, o processo também conta
com enzimas capazes de hidrolisar os agucares das cadeias laterais, como esterases,
mananases e lacases (Agrawal e Verma, 2022), bem como requer o envolvimento das
polissacarideos monooxigenases (LPMOs), que sdo enzimas nao hidroliticas que
podem clivar cadeias de celulose, quebrando ligagbes (3-1,4 e oxidando atomos de
oxigénio em unidades de glicose C1 ou C4, ocasionando a hidrdlise de

oligossacarideos e polissacarideos (Wu et al., 2022).

2.311. Endoglucanases

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) pertencem a familia das glicosil hidrolases
(GH) que desempenham um papel crucial na biodegradagéo (Akram et al., 2018). Elas
iniciam a quebra da celulose, reduzindo seu grau de polimerizacdo e atuam
aleatoriamente nas ligagbes [3-1,4-glicosidicas nas areas amorfas internas das
cadeias de celulose, gerando oligossacarideos (Houfani et al., 2020; Sanjeevi et al.,
2022). As endoglucanases se distribuem em 13 familias de GHs, com a maioria das

versoes termoestaveis pertencendo a familia GH12 (Akram et al., 2018).

2.3.1.2. Exoglucanases

As exoglucanases (EC. 3.2.1.91), também conhecidas como celobiohidrolases
(CBH), incluem CBHI e CBHII, agindo nas extremidades redutoras e nao redutoras da
cadeia de celulose, respectivamente. Elas produzem celobiose e, em menor
quantidade, celotriose (Houfani et al., 2020; Hiras et al., 2016; Annamalai et al., 2016).

A celobiose € predominantemente produzida na extremidade redutora da
cadeia de celulose pelas exoglucanases das familias de glicosideo hidrolase 7 e 48,
enquanto as exoglucanases da familia GH6 produzem principalmente celobiose a
partir da extremidade nao redutora da cadeia (Hiras et al., 2016). As celobiohidrolases
sdo produzidas por uma variedade de bactérias e fungos, sendo que as CBHs da
familia GH 7 sédo produzidas principalmente por fungos, enquanto as da familia GH 48

sao produzidas por bactérias (Annamalai et al., 2016).
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2.3.1.3. B-Glicosidases

As [B-D (glicosidases (BGL), também conhecidas como celobiases (EC
3.2.1.21), desempenham o papel final na hidrolise da celulose, convertendo
celodextrina soluvel e celobiose em unidades de D-glicose (Yao et al., 2016). As BGLs
sao cruciais para o sistema de degradagao da celulose, pois ativam o complexo
enzimatico celulase, sintetizando gentiobiose e soforose (Naraian e Gautam, 2018).
Com base nas sequéncias de aminoacidos, as BGLs sdo agrupadas nas familias GH1,
GH3, GH5, GH9 e GH30 (Singhania et al., 2017).

A producado de BGL também é estimulada pela glicose e é classificada nas
familias GH1 e GH3 (Srivastava et al., 2019) e desempenham um papel fundamental
na producdo de biocombustiveis € na prevencdo da repressao catabodlica da
endoglucanase e da celobiohidrolase. No entanto, sua producdo € geralmente
escassa em microrganismos e até em preparagdes comerciais de celulase. Portanto,
para formar um coquetel celulolitico eficaz, o aumento da presenca de BGL no
coquetel enzimatico é indispensavel e pode resultar em um aumento da producao de

agucar (Singhania et al., 2017).

2.3.2. Hemicelulases

A degradagéo da hemicelulose envolve um conjunto de enzimas, a maioria das
quais € de natureza hidrolitica e atua de maneira semelhante as enzimas celuloliticas
(Saldarriaga-Hernandez et al., 2020). As xilanases desempenham um papel
fundamental, pois atacam a cadeia primaria do xilano, reduzindo a capacidade do
substrato de polimerizagdo por meio da hidrélise das ligagdes B-D-xilopiranosil,
resultando na liberagdo de xilobiose, xilooligossacarideos e xilose (Sharma et al.,
2020).

ApOs a acgao das xilanases, as [-xilosidases iniciam um processo de
desintegragdo progressiva, agindo nos extremos nao reduzidos dos
xilooligossacarideos e produzindo xilose como produto (Najjarzadeh et al., 2020).

Entre as enzimas ativas na hemicelulose, aquelas especificas para xilano e
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glucomanano tém recebido maior atencao. As enzimas hemiceluloliticas, em geral,
incluem as que hidrolisam a cadeia principal, como as endo-B-1,4-xilanases
(xilanases), endo-B-1,4-mananases (mananases) e enzimas desramificadoras que
auxiliam na remocao de substituigdes na estrutura polissacaridica, como
desacetilases, arabinosidases e galactosidases (Jstby et al., 2020).

As B-xilosidases (EC 3.2.1.37) desempenham um papel crucial atuando na
extremidade nao redutora dos xilooligossacarideos, convertendo oligdmeros curtos
em monbmeros. Sua afinidade com os oligossacarideos ¢é inversamente
correlacionada com o grau de polimerizacdo (Binod et al., 2019; Alokika e Singh,
2019). Ja as arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) sao responsaveis por clivar residuos
a-1,2-, a-1,3- e a-1,5-l-arabinofuranosil em polissacarideos/arabino-oligossacarideos,
atuando nas extremidades nao redutoras. Essas enzimas pertencem a varias familias
de glicosideo hidrolase, como GH30, GH43, GH51, GH54 e GH62 (Alokika e Singh,
2019; Contesini et al., 2017).

Esterases, como a acetilxilana esterase (EC 3.1.1.72) e a esterase do acido
ferulico (EC 3.1.1.73), desempenham papéis especificos na quebra de ligagdes acetil-
éster e feruloil-éster em xilano e glucuronoarabinoxilano, respectivamente (Binod et
al., 2019) e as a-glucuronidases (EC 3.2.1.131) atuam na hidrdlise da ligacado a-1,2-
glicosidica entre o acido D-glucurdnico ou seu éter 4-O-metilico e a unidade
xilopiranosil terminal ndo redutora de xilooligossacarideos (Alokika e Singh, 2019).

De uma maneira geral, as xilanases séo de grande importancia devido ao alto
teor de xilana na hemicelulose e tém diversas aplicagdes na industria, incluindo
biorrefinarias lignoceluldsicas, industria de alimentos, papel e celulose, entre outras
(Alokika & Singh, 2019).

2.3.3. Enzimas ligninoliticas

As enzimas modificadoras de lignina (LMEs) desempenham um papel essencial
na degradacao da lignina associada a biomassa lignoceluldsica. Por ndo atuarem
diretamente sobre os carboidratos, mas auxiliar outras enzimas no processo, as LMEs

foram categorizadas como Atividades Auxiliares (AAs) no banco de dados CAZy,



16

abrangendo nove familias de enzimas lignoliticas e seis familias de monooxigenases

de polissacarideos liticos (LPMOs) (http://www.cazy.org/).

Dentre as enzimas LMEs mais significativas estao as lignina peroxidases (EC
1.11.1.14), manganés peroxidases (EC 1.11.1.13) e lacases (EC 1.10.3.2), além de
enzimas acessorias (Falade et al., 2017).

As lignina peroxidases e manganés peroxidases, encontradas em fungos e
bactérias, pertencem a classe de heme-peroxidases do tipo Il. Elas desempenham a
oxidagdo de substratos orgénicos e inorganicos na presenca de peréxido de
hidrogénio e contém um grupo heme. Enquanto as lignina peroxidases atuam em
compostos nao fendlicos da lignina, liberando radicais aril-cation, as manganés
peroxidases catalisam a oxidagdo do ion Mn?* para formar Mn3* e, em seguida,
oxidam as fragdes fendlicas da lignina para produzir radicais livres (Vrsanska et al.,
2016; Falade et al., 2017).

2.3.3.1. Lacases

As multicobre oxidases (MCOs) sao uma superfamilia de proteinas
caracterizadas pela presenca de dois ou trés dominios de cupredoxina, importantes
para o desempenho catalitico da enzima, uma vez que contém residuos altamente
conservados de histidina e cisteina que coordenam os atomos de cobre (Makwana e
Mahalakshmi, 2015) e sédo o local de ligagéo entre substrato e enzima (Pardo et al.,
2016).

De acordo com o “Laccase and Multicopper Oxidase Engineering Database
(LccED)” (Graff et al., 2020; Sirim et al., 2011), as MCOs s&o agrupados em 105
familias homologas e 16 superfamilias, das quais 11 contém enzimas com trés
dominios de cupredoxina, e apenas uma superfamilia esta associada a seis dominios.
Das 16 superfamilias, oito sao principalmente encontradas em organismos
eucarioticos, incluindo fungos, plantas e insetos; sete estdo em bactérias; e apenas
uma superfamilia, composta por dois dominios, € encontrada em arqueias.

As lacases representam a maior subfamilia dentro das MCOs e se destacam
por sua capacidade oxirredutora. Elas possuem a habilidade de oxidar substratos e

reduzir o oxigénio em agua, uma caracteristica essencial das MCOs (Larrondo et al.,
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2004). Esse atributo as torna versateis, capazes de oxidar uma ampla gama de
substratos, incluindo fendlicos, nao fendlicos e aminas aromaticas (Balcazar-Lopez et
al., 2016). Como resultado, elas tém um grande potencial em aplicagbes
biotecnolégicas e industriais, abrangendo deslignificagdo e branqueamento de
celulose, biorremediacéo, setores téxteis, alimenticios, farmacéuticos e na produgao
de bioetanol (Fang et al., 2015).

Para garantir o correto desempenho catalitico, as lacases, assim como toda a
superfamilia de MCOs, apresentam quatro atomos de cobre distribuidos em trés
centros de cupredoxina: T1, T2 e T3. O centro de cobre tipo 1 (T1), também conhecido
como cobre azul, € responsavel pela oxidagdo dos elétrons e absorve luz na regiao
de 600 nm. Ja os centros de cobre tipo 2 (T2) ou cobre normal, e tipo 3 (T3) ou
binucleares acoplados, absorvem a luz em torno de 300 nm, formando o centro
trinuclear catalitico. E neste centro trinuclear que ocorre a redugdo da molécula de

oxigénio, sendo convertida em agua (Bento et al., 2006) (Figura 6).
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Figura 6. Representagdo esquematica do arranjo dos centros de ligacdo ao cobre
encontrado nas MCOs (Kunamneni et al., 2008).
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Em sua grande maioria as lacases possuem os dois picos de absorgao nos
centros de cobre T1 (600 nm) e T2/T3 (300 nm), sendo chamadas de lacases azuis.
Em contrapartida, algumas lacases apresentam somente um pico de absorgdo em
torno de 300 nm (centros T2/T3), sendo chamadas por alguns autores de "lacases
amarelas," enquanto outros as descrevem como "lacases brancas" (Chaoua et al.,
2023; Leontievsky et al., 1997). No entanto, ambas as denominagdes sao amplamente
aceitas para descrever esse tipo de lacase devido as caracteristicas espectrais que
elas exibem (Giardina et al., 2010; Baldrian, 2006).

Os atomos de cobre sédo coordenados por um residuo de metionina, um residuo
de cisteina e 10 residuos de histidina altamente conservados. Essas histidinas estao
localizadas dentro das assinaturas L1 (H-W-H-G), L2 (H-X-H), L3 (H-P-x-H-L-H-G-H)
e L4 (H-C-H-X-X-X-H-X-X-X-X-M/L/F) (Reiss et al., 2013). Os padrdes conservados
L1 e L3 sao especificos para as lacases, sendo que o padréao L1 possui uma histidina
que se liga ao sitio de cobre T2 e outra histidina que se liga ao sitio T3, enquanto a
sequéncia L3 possui ligantes em todos os trés sitios de cobre (T1, T2 e T3) (Sirim et
al., 2011a). Ja o motivos L2 e L4 sdo conservados em todas as subfamilias de MCOs
(Sharma et al., 2007).

A compreensdo dos motivos conservados em enzimas ja conhecidas
desempenha um papel fundamental na busca e identificagdo de alvos em genomas
sequenciados. Além disso, os motivos encontrados em metagenomas sao utilizados
como um critério de triagem inicial para a identificacdo de enzimas de interesse. Isso
ocorre porque, na primeira etapa de triagem, as enzimas de outras classes sao
prontamente descartadas.

A maioria das MCOs com atividade tipica possui trés dominios de cobre,
embora algumas lacases apresentem apenas dois. Estas sdo conhecidas como
"small" lacases (SLACs) e sao ativas apenas na forma oligomérica, utilizando os sitios
adjacentes de cada mondmero para formar o centro de cupredoxina ausente. Além
disso, algumas MCOs se apresentam em formas multiméricas, como as
ceruloplasminas, que possuem seis dominios de cupredoxina (Murphy et al., 2008).

Nos processos industriais atuais, as lacases sao frequentemente derivadas de
fungos, que, embora tenham sido historicamente estudados, apresentam limitagdes

em sua aplicagdo devido a suas exigéncias de condicbes extremas, como
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temperaturas altas ou baixas, pH acido ou alcalino e altas concentragdes de sal (Wang
e Zhao, 2017). Em contraste, as lacases bacterianas tém ganhado destaque na
industria devido a sua ampla especificidade de substrato e producdo rapida de
enzimas (Christopher et al., 2014). O potencial das lacases bacterianas na
biotecnologia é realgcado pela capacidade de varias espécies bacterianas habitarem
ambientes fisicoquimicamente extremos.

A capacidade de decompor poluentes no ambiente € uma das aplicagcdes mais
valiosas dessas oxidoredutases, superando todas as outras utilizagdes industriais e
biotecnolégicas (Husain, 2006). Além do seu uso na biorremediagao, as lacases
desempenham um papel crucial nas industrias alimenticias, téxteis, de celulose e
papel (AntoSova e Sychrova, 2016). Nesse contexto, destacam-se a remogédo de
lignina e o processo de branqueamento da celulose como aplicagbes de grande
relevancia (Chandra e Chowdhary, 2015). Mais recentemente, tem havido um
aumento de interesse no desenvolvimento de biossensores para deteccdo e
eliminacdo de poluentes toxicos, na concepg¢ao de células de biocombustivel e na
operagao de dispositivos de diagnostico médico (Patel et al., 2019).

E notavel que a capacidade dessas enzimas de polimerizar fendis naturais
permita sua utilizagao na fabricagcao de pigmentos para produtos cosméticos, corantes
para cabelo, desodorantes, pastas de dentes, enxaguantes bucais, entre outros. Um
uso recentemente descoberto dessa enzima € sua aplicacdo na criagdo de
biossensores baseados em nanoparticulas para aplicagdes médicas e farmacéuticas
(Dwivedi et al., 2011).

2.3.3.1.1. Industria alimenticia

Na industria alimenticia, as lacases tém demonstrado utilidade em diversos
setores. Por exemplo, nas cervejarias, onde o armazenamento prolongado da cerveja
pode ocasionar turvagdes devido a formacao de complexos com polifendis, as lacases
sdo empregadas para remover o oxigénio residual, assim prolongando a vida util da
bebida (Patel et al., 2019). Outra aplicagao significativa das lacases é na estabilizagao
do vinho. No processo de produgao vinicola, as etapas consecutivas de prensagem
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podem gerar polifendis e compostos fendlicos que influenciam tanto na cor quanto no
sabor (Minussi et al., 2002).

Com sua habilidade de reticular biopolimeros, as lacases s&o empregadas para
aprimorar o volume, textura, frescor e sabor do pao. Ao adicionar essas enzimas a
massa, fortalecem-se as estruturas de gluten durante o processo de cozimento
(Minussi et al., 2002). Por outro lado, os sucos de fruta contém compostos fendlicos e
produtos oxidativos que contribuem para sua cor e sabor. No entanto, a polimerizagao
e oxidacao desses fendis podem levar a alteragbes na cor e no aroma do suco.
Elevadas concentracdes de polifendis podem resultar em um indesejavel
escurecimento enzimatico do suco (Ribeiro et al.,, 2010). Assim, as lacases sao
empregadas para estabilizar os sucos de fruta, prevenindo tais mudangas

indesejadas.

2.3.3.1.2. Industria téxtil

Os efluentes coloridos provenientes da industria téxtil sdo uma das principais
causas de perturbacdo dos ecossistemas, devido ao alto teor de compostos
organicos, inclusive substancias cancerigenas. Esses poluentes podem levar ao
crescimento excessivo da vegetacao aquatica e a morte da vida animal, devido a falta
de oxigénio. Portanto, a necessidade de descolorir esses efluentes se tornou uma
questao fundamental para a preservacao dos ecossistemas (Konstantinou e Albanis,
2004).

Para abordar essa questao, as lacases podem ser empregadas com sucesso,
desde que sejam utilizadas em conjunto com estabilizadores especificos (Cameron et
al., 2000). Além disso, essas enzimas desempenham um papel crucial no
branqueamento de diversos tipos de tecidos, com destaque para o processo de
branqueamento de jeans na industria téxtil (Yavuz et al., 2014; Tzanov et al., 2003). E
importante mencionar que as lacases também contribuem para a producgao de cor, ao
oxidar compostos aromaticos, resultando na obteng¢do de corantes industriais, como

fenoxazina e corantes azo (Sousa et al., 2013).
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2.3.3.1.3. IndGstria de cosméticos

O numero de patentes registradas associadas a utilizagdo de lacases na
industria cosmética tem apresentado um aumento notavel nos ultimos anos (Patel et
al., 2019). Produtos quimicos perigosos e potencialmente cancerigenos, como o
peroxido de hidrogénio (H202) e as fenilenodiaminas, sao frequentemente
empregados em agentes de coloragdo capilar, podendo também desencadear
reacdes alérgicas (Chen et al., 2006; Huang et al., 2007). Em vista disso, as lacases
possuem a capacidade de eliminar essas substancias prejudiciais devido as suas
propriedades oxidantes, além de desempenharem um papel valioso como
biocatalisadores na fabricacdo de corantes capilares, desodorantes, perfumes,
sabonetes e até mesmo pastas de dente (Mano e Durand, 2013; Brinch e Pedersen,
2002).

As lacases também estdo sendo utilizadas na coloragédo capilar, empregadas
como agentes descolorantes, muitas vezes em combinagao com hidroxiestilbenos. De
forma notavel, as tinturas capilares que incluem lacases s&o mais suaves e menos
propensas a causar irritagdes na pele. Além disso, na area dermatoldgica, os cremes
clareadores ricos em proteinas, desenvolvidos recentemente, incorporam uma

quantidade especifica de lacases (Golz-Berner et al., 2004).

2.3.3.1.4. Biorremediagao

Recentemente, houve um aumento no uso de diversos pesticidas e herbicidas
na agricultura, visando o aumento da produtividade. Contudo, a principal preocupagao
esta nos efeitos adversos dessas substancias para o meio ambiente, afetando os
recursos do ar, solo e agua. Entre todos os tipos de pesticidas e herbicidas, destacam-
se compostos como o benzeno, o diclorodifeniltricloroetano, os bifenilos policlorados
e o0s compostos aromaticos policiclicos, devido a sua alta mutagenicidade e
carcinogenicidade, representando ameacgas tanto para o meio ambiente quanto para

a saude humana (Patel et al., 2019).
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Felizmente, as lacases tém demonstrado ser eficazes na eliminacdo desses
poluentes mencionados. Nas ultimas décadas, o crescimento populacional, praticas
globais inadequadas e estratégias de eliminagcdo ineficazes impactaram
negativamente os recursos de agua potavel, levando ao surgimento de contaminantes
emergentes. Essas substancias quimicas podem perturbar os ecossistemas de
formas desconhecidas (Ahmed et al., 2017).

Adicionalmente, os desreguladores enddcrinos (DEs), que incluem substancias
farmacéuticas e de cuidados pessoais, representam um subgrupo significativo de
poluentes. Esses compostos quimicos tém a capacidade de imitar fungcdes hormonais
em diversos organismos, resultando em perturbagbes no sistema enddcrino
frequentemente associadas a anomalias sexuais, doengas malignas e até doencgas
cronicas (Daughton e Ternes, 1999; Rezg et al., 2014). Sistemas assistidos por lacase
tém se mostrado eficazes na decomposicdo desses desreguladores quimicos
(Barrios-Estrada et al., 2018).

2.3.3.1.5. Industria de papel e celulose

As lacases, enzimas altamente versateis, tém desempenhado um papel
revolucionario nas industrias de papel e celulose. Além de contribuir para tornar a
polpa mais brilhante, desempenham um papel fundamental na remog¢ao de extratos
lipofilicos de polpas de papel, sejam elas de origem lenhosa ou n&o. As lacases tém
a capacidade de formar radicais reativos ao interagir com a lignina, tornando as fibras
lignocelulésicas mais funcionais. Isso resulta em melhorias significativas nas
caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas da polpa (Khatami et al., 2022).

A biomassa lignocelulésica é a matéria-prima essencial para a industria de
celulose e papel, que se concentra na separacao da lignina e das fragdes celuldsicas
da biomassa. As lacases foram identificadas como uma ferramenta altamente eficaz
para o processo de deslignificagao e desintoxicacdo de materiais lignoceluldsicos pré-
tratados, melhndo substancialmente os processos subsequentes de sacarificagao e
fermentacao (Fillat et al., 2017).

No contexto especifico da produgado de celulose a partir do eucalipto, que é

uma importante fonte comercial, as lacases desempenham um papel crucial no
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processo de branqueamento bioldgico da polpa kraft obtida (Rodriguez-Escribano et
al., 2022). Além disso, essas enzimas tém a capacidade de ativar a lignina ligada as
fibras durante o processo de fabricagdo, o que resulta na producéo de placas de fibra
resistentes, sem a necessidade de utilizar cola sintética toxica (Huttermann et al.,
2001; Felby et al., 1997; Virk et al., 2012). Essas enzimas também podem ser
empregadas para a remogao da tinta em jornais antigos, em conjunto com a agao de
celulases e hemicelulases (Xu et al., 2009).

Todas essas aplicagdes tornaram as lacases uma das enzimas mais
promissoras para as abordagens atuais e futuras na producgao industrial de papel (Virk
et al., 2012).

2.3.3.2. Monooxigenases de polissacarideos liticas (LPMOs)

As monooxigenases de polissacarideos liticas (LPMOs) (EC 1.14.99.54) sao
enzimas oxirredutases que se destacam por seu alto potencial oxidativo e sua
importancia na elaboragcdo de coquetéis enzimaticos devido a sua alta capacidade
sinérgica (Leite, Ana E., 2017). Elas desempenham um papel eficiente na degradacéao
enzimatica da celulose, pois sdo capazes de clivar oxidativamente as ligagdes
glicosidicas, tornando o substrato mais suscetivel a hidrdlise pelas celulases (Villares
et al., 2017), o que as tornam componentes centrais nos coquetéis enzimaticos
utilizados na industria de etanol de segunda geracéo (Harris et al., 2014; Johansen,
2016).

Naturalmente, as LPMOs sao encontradas em fungos e bactérias, sendo mais
abundantes em fungos saprofitos. Algumas espécies fungicas podem conter mais de
30 genes que codificam essas enzimas (Levasseur et al., 2013). As LPMOs foram
classificadas no banco de dados CAZy (http://www.cazy.org/) como enzimas de
atividade auxiliar (AA) e divididas em quatro familias, sendo AA9, antigamente
classificadas como GHs 61, AA10, que eram chamadas de familia de mddulos de
ligacao a carboidratos 33 (CBM 33), AA11 e AA13 (Eijsink et al., 2019a; Hemsworth et
al., 2014).

As enzimas das familias AA9 e AA11, predominantemente de origem fungica,

podem atuar em diversos substratos, como celulose, oligossacarideos, hemicelulose,
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quitina e xilana (Solomon et al., 2014; Bennati-Granier et al., 2015; Hemsworth et al.,
2014; Frommhagen et al., 2015). Por outro lado, as LPMOs da familia AA10 sdo mais
frequentes em genomas bacterianos e virais. Inicialmente, acreditava-se que essas
enzimas estavam ligadas a quitina sem fung¢do catalitica, mas agora se sabe que
também sao ativas na celulose e quitina (Forsberg et al., 2014). Quanto as enzimas
pertencentes a familia AA13, foram identificadas apenas em fungos e tém atividade
em derivados de amido (Vu et al., 2014; Forsberg et al., 2019).

As LPMOs promovem a quebra das cadeias de polissacarideos usando o
oxigénio molecular como agente oxidante para clivar as ligagcdes glicosidicas. Essa
reacao depende de agentes redutores externos e ocorre em um sitio ativo de cobre
na superficie da proteina, conhecido como bragadeira de histidina (Frandsen et al.,
2016). Esses agentes redutores podem variar desde pequenas moléculas contendo
ascorbato, enxofre, pirogalol ou acido galico, até sistemas mais complexos, como
celobiose desidrogenase (CDH), glicose-metanol-colina oxirredutases ou pigmentos
fotossintéticos, como as clorofilas (Cannella et al., 2016; Garajova et al., 2016).

Na figura 7A é possivel observar a forma LPMO-Cu (ll) (representada pelo
atomo de cobre em laranja) que é convertida em sua forma Cu(l) (indicada pela esfera
em azul) por meio da agao de um parceiro redox, que pode ser um pequeno redutor
organico, uma proteina redox ou uma molécula fotoativada. As moléculas de LPMO-
Cu(l) que permanecem néo ligadas, por exemplo, devido a auséncia de um substrato
adequado, tém a capacidade de catalisar uma reacdo de oxidase, resultando na
producédo de H202, e sao suscetiveis a inativagdo oxidativa. Por outro lado, as
moléculas de LPMO-Cu(l) que estao ligadas ao polissacarideo desencadearao uma
reacao de peroxigenase que leva a clivagem da cadeia. Vale mencionar que existe
uma reagao alternativa e hipotética da monooxigenase, indicada entre parénteses,
que envolve a entrega de dois elétrons e dois prétons em cada ciclo catalitico (Bissaro
& Eijsink, 2023).

A Figura 7B ajuda a visualizar como a enzima interage com o seu ambiente e
como seu sitio ativo é seletivo para determinadas moléculas. A imagem representa
um modelo de uma enzima LPMO (do tipo AA10) que esta ligada a uma molécula de
B-quitina. Uma parte destacada na imagem mostra a existéncia de um tunel que

conecta o local ativo da enzima com o ambiente circundante, incluindo certos residuos
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(representados como bastdes amarelos) chamados Glu60 e Asn185. Esses residuos
tém um papel importante, pois limitam a entrada no tunel apenas a moléculas
pequenas, como O2 (oxigénio), H202 (perdxido de hidrogénio) ou H20 (agua). Além
disso, a chave para a compreensao do funcionamento da enzima, a histidina, &

mostrada como bastdes azuis (Bissaro & Eijsink, 2023).

’ AN
l Inativacéo

oxidativa
------- >

Mediadores redox

Figura 7. Esquema da acdo da peroxigenase das LPMOs em um polissacarideo
cristalino. (A) A forma LPMO-Cu (ll), representada por uma esfera laranja, € reduzida
para a forma Cu (l), representada por uma esfera azul, por um mediador redox.
Moléculas de LPMO-Cu (I) que permanecem no estado nao ligado (por exemplo,
devido a falta de um substrato genuino) podem catalisar uma reacdo de oxidase
(produgao de H20:2) e estao sujeitas a inativagao oxidativa. Ja as moléculas de LPMO-
Cu (l) ligadas ao polissacarideo catalisam uma reacado de peroxigenase, resultando
na clivagem da cadeia. Uma reagéo alternativa e hipotética de monooxigenase é
indicada entre parénteses, implicando na entrega de dois elétrons e dois prétons por
ciclo catalitico. B. (B) O modelo retrata uma LPMO (AA10 de Serratia marcescens)
ligada a B-quitina. A figura inclui uma insercao que detalha a entrada para um tunel
conectando o sitio ativo ao solvente em massa. Nessa insercao, os residuos Glu60 e
Asn185 sao destacados como hastes amarelas, os quais restringem a acessibilidade
do tunel a pequenas moléculas, como O2, H202 ou H20. Além disso, o brago de
histidina é representado por hastes azuis. Fonte: (Bissaro & Eijsink, 2023).

Além das diferentes especificidades de substratos, as LPMOs também diferem
em relacdo a posicao da reacdo. Todas as enzimas da familia AA10 realizam a
oxidagao no carbono C1, enquanto nas enzimas da familia AA9, a oxidagao ja foi
relatada nos carbonos C1, C4 ou C6. Independentemente das diferencgas, a sequéncia

de histidina do sitio ativo é conservada em todas as familias, e todas sao dependentes
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de cobre para a fungao catalitica (Beeson et al., 2012; Westereng et al., 2011;
Donovan Hedegard e Ryde, 2018).

As LPMOs das familias AA9 e AA10 compartilham semelhangas estruturais e
contém um sitio de ligagdo altamente conservado para metal (Hemsworth et al., 2013).
Estudos de cristalografia e EPR (electron paramagnetic resonance) em membros da
familia AA9 revelaram que essas enzimas possuem um sitio de ligagao de cobre tipo
2. Nesse sitio, o cobre possui seis ligantes, incluindo quatro no plano equatorial, duas
histidinas altamente conservadas e uma glutamina funcionalmente importante, que
coordena uma molécula de agua. Além disso, ha ligantes axiais, como um grupo
hidroxila ligado a uma tirosina e outra molécula de agua (Harris et al., 2010;
Hemsworth et al., 2013; Forsberg et al., 2018).

Estudos semelhantes em membros da familia AA10 mostraram que essas
enzimas também apresentam um gancho de histidina em forma de T. No entanto, o
sitio de ligacao de cobre da familia AA10 possui apenas ligantes no plano equatorial,
e algumas modificagdes notaveis incluem a substituicdo da tirosina por fenilalanina e
a auséncia da glutamina que coordena a agua axial. O acesso ao sitio axial € mediado
por uma alanina em vez de uma glutamina (Hemsworth et al., 2013). Outra diferenca
relevante envolve a metilacdo da histidina N-terminal, com enzimas da familia AA9
frequentemente apresentando essa modificagdo, enquanto na familia AA10 tal
metilacdo ndo foi observada (Forsberg et al., 2014).

Estudos demonstram que as LPMOs tém a capacidade de degradar uma
variedade de substratos polissacaridicos, incluindo amido, xiloglucanos, celodextrinas
e glucomananas. Esses substratos fazem parte da composigdo da hemicelulose e
lignocelulose das paredes vegetais (Bennati-Granier et al., 2015). Essa ampla
capacidade de degradacgédo torna as LPMOs valiosas em setores industriais que
enfrentam desafios na quebra de materiais resistentes, como a lignina e a celulose.

Conforme mencionado anteriormente, uma aplicacdo emergente das LPMOs
ocorre nas industrias de sacarificagao de lignocelulose, onde a eficiéncia e a redugao
de custos sao fundamentais para o sucesso do processo biotecnolégico. O uso dessas
enzimas em coquetéis enzimaticos tem demonstrado ser eficaz na redugéo dos custos
de producao (Johansen, 2016). Gouvéa e colaboradores (2019) mostraram que uma

LPMO (AA9) caracterizada era capaz de aumentar em 22% a atividade de um coquetel
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enzimatico comercial, demonstrando assim um grande potencial para a industria de

etanol de segunda geragao.
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CAPITULO 2 - Expressao, extracdo e ensaios de atividades preliminares de uma nova

lacase com caracteristicas termofilicas e alcalinas de Chitinophaga sp.

RESUMO - Lacases (EC 1.10.3.2) sdo oxidoredutases que pertencem a
subfamilia das “multicopper oxidases”, classificadas entre amarelas/brancas ou azuis
de acordo com seu espectro de absorgcido. Lacases amarelas sdo mais interessantes
para processos industriais, uma vez que oxidam compostos nao fendlicos na auséncia
de um mediador redox e se destacam por serem mais estaveis e funcionais em
condicbes extremas. Este trabalho objetivou caracterizar uma nova lacase
prospectada no genoma de Chitinophaga sp. CB10: Lac_CB10. A Lac_CB10, de
massa molecular predita de 100,06 kDa foi purificada e caracterizada a partir de
ensaios bioquimicos, utilizando guaiacol como substrato e demonstrou caracteristicas
extremdfilas, exibindo atividade relativa em condigdes alcalinas (tampao CAPS pH
10,5) e termofilicas (80 — 90 °C), bem como manteve sua atividade acima de 50% por
cinco h em condi¢des de 80 e 90 °C. Além disso Lac_CB10 apresentou perfil espectral
tipico de lacases amarelas, exibindo somente um pico de absorbancia em 300 nm
(sitio T2/T3) e auséncia do pico em 600 nm (sitio T1). Estes resultados sugerem que
Lac_CB10 tem alto potencial para aplicagdes industriais e na biorremediacdo de
ambientes contaminados, uma vez que esses processos geralmente ocorrem em
temperaturas e pHs extremos.
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1. INTRODUGAO

A funcgao catalitica de algumas proteinas depende da presencga de cobre como
cofator. Um exemplo notavel dessa categoria de enzimas sdo as multicobre oxidases
(MCOs), uma superfamilia de proteinas que desempenham um papel crucial na
oxidagao de seus substratos e na redugao de oxigénio em agua. As MCOs englobam
diversas subclasses, incluindo as ascorbato oxidases (EC 1.10.3.3), bilirrubina
oxidases (EC 1.3.3.5), ferroxidases (EC 1.16.3.1) e lacases (EC 1.10.3.2) (Graff et al.,
2020).

Dentre essas subclasses, as lacases sdo a maior subfamilia, caracterizadas
pelo seu sitio ativo composto por quatro atomos de cobre distribuidos em trés centros
diferentes. Esses centros, conhecidos como cobre tipo 1 (T1), cobre tipo 2 (T2) e cobre
tipo 3 (T3), apresentam absor¢cbes em torno de 600 nm (T1) e 300 nm (T2/T3) e
desempenham um papel fundamental em sua atividade catalitica (Bento et al., 2006).

A maioria das lacases exibe absorgdo em ambos os centros T1 (600 nm) e
T2/T3 (300 nm), o que as classifica como lacases azuis (Komori e Higuchi, 2015). No
entanto, algumas lacases apresentam apenas absor¢do em torno de 300 nm,
correspondente aos centros T2/T3. Estas sao referidas por alguns pesquisadores
como lacases amarelas, enquanto outros as chamam de lacases brancas, sendo
ambas as denominacdes aceitaveis para descrever essa caracteristica espectral
(Chaoua et al., 2023; Leontievsky et al., 1997).

A transicdo das lacases de azuis para amarelas permanece um fenédmeno
pouco compreendido, mas varias teorias foram propostas. Elas incluem mudancas
nos niveis de oxidacédo (Radveikiené et al., 2021), diferengas estruturais (Mate et al.,
2013) variagdes nos estados de glicosilagdo (Mot et al., 2020) e interagées com ions
metalicos (Radveikiené et al., 2021). Além das diferengas espectrais, as lacases
amarelas destacam-se por sua capacidade de oxidar compostos nao fendlicos na
auséncia de um mediador redox, bem como por sua notavel estabilidade e
funcionalidade em condi¢des adversas (Leontievsky et al., 1997; Pozdnyakova et al.,
2004).

As lacases sdo amplamente distribuidas em diferentes reinos, incluindo fungos,

bactérias, plantas e insetos, e sua ampla especificidade de substrato as torna valiosas
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em varias aplicagbes biotecnoldgicas. Essas aplicagdes incluem deslignificagao,
coloragdo, degradagdo e descoloragdo de corantes téxteis, biorremediacdo de
xenobidticos e poluentes organicos, biobranqueamento, produgao de biocombustiveis
e biossensores (Radveikiené et al., 2021; Mate et al., 2013).

Embora a maioria das lacases seja de origem fungica, estudos indicam que
algumas lacases bacterianas apresentam um potencial ainda maior para aplicagdes
industriais, devido a sua notavel resisténcia a condicdes extremas, como alta
temperatura e pH, além de sua rapida taxa de crescimento. Algumas lacases
bacterianas notaveis incluem as de Azospirillum lipoferum, Aquifex aeolicus VF5,
Sinorhizobium meliloti, Bacillus tequilensis SN4 e Alcaligenes faecalis (Givaudan et
al., 1993; Deckert et al., 1998; Castro-Sowinski et al., 2002; Sondhi et al., 2015;
Mehandia et al., 2020).

Considerando a importancia de identificar novas lacases bacterianas com
potencial industrial, este estudo apresenta uma nova lacase amarela isolada da
Chitinophaga sp. CB10, que demonstrou atividade e estabilidade relevantes em altas

temperaturas e pH alcalino.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem da ORF codificadora da enzima Lac_CB10

A enzima lacase Lac_CB10 foi prospectada do genoma de Chitinophaga sp.
CB10, uma bactéria gram-negativa que foi isolada de um consércio proveniente de
solo com alta taxa de degradagédo de biomassa, cultivado em bagaco de cana-de-
agucar e carboximetilcelulose (CMC). Em um trabalho anterior o genoma deste
microrganismo foi parcialmente sequenciado (Kishi et al., 2017) e esta depositado sob
0 numero de acesso MLAV00000000 no NCBI (“National Center for Biotechnology
Information”) Gen Bank, fazendo parte também da colec¢ado interna de genomas e
metagenomas do LBMP. O isolado bacteriano mostrou-se promissor para a produgao
de enzimas de interesse biotecnoldgico, como por exemplo, lacases, que executam

papel primordial junto a outras enzimas, como hemicelulases. As lacases estédo
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envolvidas na despolimerizagao de biomassa lignoceluldsica, por atuar na lignina,
diminuindo a recalcitrancia do material. Sendo assim, foi realizada a prospecg¢ao in
silico no genoma da Chitinophaga sp. CB10 para enzimas lacases, buscando por seus
dominios conservados (Buzzo, 2019) e ensaios de expressao, extragdo e atividade

enzimatica.

2.2. Analise de dominios conservados e dendrograma fenético da lacase

A sequéncia foi submetida a analise na plataforma “online” Pfam (Mistry et al.,
2021), que possibilita a identificagdo do numero de dominios presentes na sequéncia,
a determinacio se esses dominios estdo completos ou ndo, bem como a associacao
deles a grupos especificos. Essa analise foi conduzida com o propdsito de identificar
a presenga de dominios conservados relacionados a familia das MCOs.

O dendrograma fenético foi gerado pelo programa MEGA7 (Kumar et al., 2016)
com base na matriz de distancia obtida a partir de um alinhamento gerado pelo Editor
de Alinhamento de Sequéncia BioEdit (Hall., 1999). O método de otimizagdo por
agrupamento de “neighbor-joining” foi utilizado, e foram realizadas 5000 replicatas de
amostragem de inicializacéo, além de empregar o modelo de substituicdo de Poisson.
A arvore foi editada com o programa FigTree (Rambaut., 2010).

Foram utilizadas cinco sequéncias de cada superfamilia de MCO encontradas
em bactérias: Bacterial CopA - H; Bacterial Bilirubin Oxidase - |; Bacterial Cueo - J;
Bacterial COM - L; SLAC-like (type B) - K; Bacterial type B 2dMCO - N; e Archaeal and
Bacterial type C - O. As sequéncias foram obtidas no banco de dados de lacases e
MCOs no Biocatnet LccED v6.4 (Sirim et al., 2011; Graff et al., 2020). O alinhamento
para demonstrar os padroes conservados foi realizado usando o “software” Praline
(Simossis e Heringa, 2005), com cinco sequéncias pertencentes a familia CopA
obtidas no banco de dados de lacases e MCOs no Biocatnet LccED v6.4 (Sirim et al.,
2011; Graff et al., 2020).
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2.3. Clonagem do gene Lac_CB10

O gene Lac_CB10 possui 2.187 pares de bases e foi amplificado por PCR
utilizando 0s oligonucleotideos lac-F1 (5-
TATGGATCCCCCAAAACCGTTCGGTACGACCTC-3) e lac-R1 (5-
ATATAAGCTTAATAACTCAACGTAATAC-3’). O desenho dos primers foi realizado
manualmente e sua qualidade foi avaliada por meio da ferramenta online PCR Primer

Stats ("Sequence Manipulation Suits," www.bioinformatics.org), com objetivo de

verificar a porcentagem de conteudo GC, a temperatura de anelamento e a formacéao
de estruturas secundarias.

Os parametros de ciclagem da PCR utilizados para amplificar o gene foram os
seguintes: uma desnaturacao inicial a 95 °C por 2 min, seguida por 30 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 45 seg, pareamento do primer a 60 °C por 45 seg, extensao
do gene pela DNA polimerase a 68 °C por 2,5 min e, por fim, uma extensédo de 30 min
para a adenilagdo do gene. Os componentes utilizados na reagdo estdo detalhados

na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes utilizados na reacdo de PCR para amplificacdo do gene
codificador de lacase

Componentes Volume
Tag DNA polimerase Platinum™ 5U/ul — Sigma - Aldrich 0,5uL
Primer F (25,0 pmol) (Sigma) 2,0 uL
Primer R (25,0 pmol) (Sigma) 2,0 uL
Buffer 10x 5,0 uL
DNTP (10 mM) 0,5 uL
MgCl (25 mM) 1,5 pL
DNA total CB10 (100 ng/pL) 0,5 pL
Agua ultrapura (g.s.p) 38,0 uL

Volume Final 50 pL



http://www.bioinformatics.org/

41

Os produtos da PCR foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1% (p/v), contendo brometo de etidio a uma concentragao de 0,5 mg/yL.
As imagens do gel foram documentadas por meio do Gel Doc 100, utilizando o
“software” Image Lab version 6.0.1 (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, Estados Unidos da
América).

Apods a obtencéo do fragmento alvo amplificado, ele foi purificado utilizando o
"Kit Zymoclean Gel DNA Recovery" (Zymo Research)’, seguindo as recomendacdes
do fabricante, e quantificado por meio do aparelho NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific). Posteriormente, o inserto foi submetido a reacao de ligagao
ao vetor pET SUMO (Figura 1) utilizando a enzima DNA ligase T4, a uma temperatura
de 15 °C, por um periodo de 16 h. Essa reacéao foi realizada com o kit Champion pET

SUMO TA expression system, Invitrogen, USA.

17 J o] ros oz, suuo I o

Figura 1. Mapa do vetor de clonagem e expressao pET SUMO. Apresenta uma
sequéncia codificadora de cauda de histidina no C-terminal; a sequéncia referente ao
operon da lactose, lacl; o0 gene que confere resisténcia a canamicina; uma regidao com
multiplos sitios de clonagem e um modificador relacionado a ubiquitina (SUMO) que
auxilia na solubilidade de proteinas recombinantes.

24. Transformagao de células competentes com as construgoes obtidas

As células de Escherichia coli ER2265 quimicamente competentes foram
transformadas com o vetor recombinante pETSUMO-LacCB10. Para tal, foram

utilizados 50 uL de célula competente e 2 pL da ligagdo, que foram incubadas por 10
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min no gelo, seguida por uma incubagao a 42 °C por 90 segundos e novamente
mantida em gelo por 2 min. Apds o término da reacédo por choque térmico, foram
adicionados 970 L de meio SOC (kit Champion pET SUMO TA expression system)
e mantidas sob agitac&o orbital de 200 rom a 37 °C por 1 h e 30 min, a fim de propiciar
o desenvolvimento das células transformadas. Apds o término da incubagao, foram
aplicados 100 uL da cultura em placa de petri contendo meio Luria Bertani (LB) solido
(10 g/L de Triptona; 5 g/L de Extrato de Levedura; 10 g/L de NaCl; 10 g/L de agar pH
7,0) com canamicina (50 pg/mL), e incubados novamente em B.O.D a 37 °C por 16
h.

Apo6s as 16 h, metade de cada colbnia isolada foi coletada com palito de dente
estéril e submetidas a PCR de colbénia para confirmacédo da clonagem. Para tal, os
clones coletados foram depositados em microtubos contendo 15 uL de tampao de lise
celular (KCI 50 mM, Tween 20 0,1% e Tris-HCI 10 mM, pH 8,3) e submetidos a uma
temperatura de 100 °C por 5 min, seguido de centrifugacédo a 13.000 x g por 10 min e
coletado 2 uL do sobrenadante para a reagcdo de PCR, a mesma descrita
anteriormente, e visualizados em gel de agarose 1%.

Apods a confirmagao da clonagem, a outra metade das coldnias isoladas dos
clones positivos foram inoculados em meio LB liquido contendo canamicina e
incubados a 37 °C por 16 h. Apds a incubacéo, aliquotas contendo 800 pl da cultura
foram estocadas em microtubos com glicerol (20% v/v), submetidas a congelamento
rapido por nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. Além de confirmar a clonagem
por meio de PCR de colbnia, foi realizado sequenciamento do vetor recombinante pelo
Sanger ABI 3130 XL (Applied Biosystems®) de acordo com as instrugcbes do
fabricante, utilizando os “primers” de sequenciamento do vetor (“SUMO Forward

Sequencing e T7 Reverse Sequencing”).

2.5. Ensaios de expressao da proteina recombinante

Para realizar os ensaios de expressdao, um clone positivo da construcao
pETSUMO-LacCB10 foi retirado do estoque em glicerol e estriado em meio LB solido
suplementado com canamicina (50 pyg/mL) e incubado a 37 °C por 16 h. Apds a

incubagao, uma coldnia isolada foi inoculada em 50 mL de meio LB liquido contendo
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canamicina e submetido a agitagdo a 200 rpm por 16 h a 37 °C para preparo do pré-
in6culo. Uma aliquota de 2 mL foi inoculada em 200 mL de meio LB liquido com
canamicina, que permaneceu sob agitagdo a 200 rpm e 37 °C até atingir D.O.s00 entre
0,4 e 0,6. Apos atingir a fase logaritmica de crescimento, foram testadas diferentes
concentragdes de isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) (0,3 mM; 0,6 mM e 0,9
mM) para indugao da expressao, e foram deixadas sob agitagdo por 24 h a 28 °C a
200 rpm, com aliquotas (2 mL) sendo coletadas a cada duas h durante as 10 h iniciais
e a ultima aliquota coletada em 24 h, bem como uma aliquota para controle anterior a
adicdo do IPTG. As aliquotas foram centrifugadas a 6400 x g por 5 min, o
sobrenadante descartado e o “pellet” lisado com tampao de lise (fosfato de potassio
50 mM; lisozima 250 pg/mL, pH 7.8), ambos analisados em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 7% para avaliar a melhor condicdo de expressao.

Uma outra construcéo da lacase, clonada em pET28a+ (pET28a-LacCB10), foi
inserida em outras cepas de E. coli através de transformacgao por choque térmico. As
cepas avaliadas foram Lemo21 (DE3) (expressa com 0, 250, 500 e 1000 yM de
ramnose) (NEB, Ipswich, Massachusetts, EUA); Rosetta (DE3) (Novagen), C43 (DE3),
WK6 e plysS. Também foram realizados ensaios de expressao em diferentes
temperaturas (15, 30 e 37 °C) com 1 mM de IPTG, em meio LB e meio mineral M9,
com o intuito de avaliar a expressao da proteina em diferentes meios de cultura.

ApoOs os ensaios de expressao serem analisados e a melhor condicdo ser
determinada para expressdo em maior escala, a cultura foi centrifugada a 1700 x g

por 30 min a 4 °C e o “pellet” armazenado a -20 °C.

2.6. Extracao e purificagao da enzima Lac_CB10

A cultura contendo a construgao pETSUMO-LacCB10 foi centrifugada a 6400 x
g (Sorvall RC5C; Kendro Lab Products, Ashville, NC, USA), 4 °C por 30 min, e o “pellet”
foi ressuspendido em tampéo de extragdo 1 (Tabela 2). As células foram rompidas por
ultrasonicagao (Branson Sonifier 250, Branson, Connecticut, USA), com razéo ciclica
de 20% com 12 ciclos de 15 pulsos € intervalos de 15 segundos. As células rompidas
foram centrifugadas por 20 min a 6400 x g a 4 °C e o sobrenadante coletado, sendo

chamado de 1° extrato, e o “pellet” foi novamente ressuspendido em tampao de
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extragcdo 1 e sonicado. A amostra sonicada foi centrifugada nas mesmas condigdes
citadas e o sobrenadante foi coletado, chamado de 2° extrato e uma aliquota do

“pellet” foi ressuspendido em tampé&o para visualizagdo em gel.

Tabela 2. Composigao e concentragcao do tampao utilizado durante a extragao

Composigao

Fosfato de potassio pH 7,8 50 mM
KCI 100 mM
Tampao de NaCl 400 mM
extragao 1 Glicerol 10%
Triton x-100 0,5%
PMSF 3mM
Fosfato de potassio pH 7,0 200 mM
Tampao de NaCl 200 mM
extragao 2 Glicerol 10%
Imidazol 20 mM

As células transformadas com a construcdo pET28a-LacCB10 também foram
cultivadas e centrifugadas a 6400 x g (Sorvall RC5C; Kendro Lab Products, Ashville,
NC, USA), 4 °C por 30 min, e o “pellet” foi ressuspendido em tampao de extragdo 2
(Tabela 2). As células foram rompidas por ultrasonicagdo seguindo os mesmos
parametros acima, centrifugadas por 20 min a 6400 x g a 4 °C e o “pellet” equivalente
foi ressuspendido em tampao de extracao 2 (com uma proporcao de 10 mL de tampéao
por litro de cultura), conforme indicado na Tabela 2, juntamente com 2 mg de lisozima
e incubado por 1 h sem agitagdo e em banho de gelo. Apds o tempo de incubagao, a
célula ressuspendida foi submetida a sonicagéo por 10 min com pausas de 20 em 20
segundos. A seguir, a amostra foi centrifugada a 6400 x g por 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi entdo coletado e chamado de 1° extrato e o “pellet” foi ressuspendido
novamente em 5 mL do tampao de extracdo e novamente sonicado. A amostra

sonicada foi centrifugada nas mesmas condigdes citadas e o sobrenadante foi
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coletado, chamado de 2° extrato e uma aliquota do “pellet” foi ressuspendido em
tampéao para visualizagao em gel.

Foi feita também extracdo enzimatica das duas construgdes utilizando tampéo
B-PER™ “Bacterial Protein Extraction Reagent” (Thermo Scientific). Este reagente é
um tampao fosfato, ndo ibnico a base de detergente que ocasiona a lise celular e
solubilizagdo de proteinas nativas ou recombinantes sem ser necessario realizar a
desnaturacado. A extragao foi feita seguindo as recomendacgdes do fabricante, onde 4
mL do reagente foi adicionado para cada grama de célula, seguido de incubagao por
15 min a temperatura ambiente e centrifugacdo a 15.000 x g por 5 min para a
separagao de proteinas soluveis e insoluveis.

Apos a extracao, os extratos soluveis foram incubados por 1 h a 4 °C sob
agitacdo com 3,5 mL de Ni 2* - Resina NTA (Qiagen, Hilden, Alemanha), previamente
equilibrada com o mesmo tampao 2, utilizado na etapa de extragdo enzimatica. Apds
esta incubagao, a amostra composta pela resina e extrato ligado foi submetida a um
gradiente de imidazol de 10 mM a 1 M. A proteina de interesse foi eluida usando o
mesmo tampao de extragcao contendo imidazol 500 mM.

A proteina recombinante foi concentrada usando um filtro Amicon Ultra-15
MWCO 10 kDa (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) e submetida a cromatografia
adicional para remover contaminantes e estimar o peso molecular e estado
oligomérico destes compostos. A cromatografia de exclusdo molecular foi conduzida
usando AKTA Pure (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia) e coluna Hiload
16/600 200 Superdex (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia) a uma taxa de
fluxo de 1 mL/min, injecdo de 2 mL e pressao de 0,42 mPa. Os parametros de fluxo,
injecdo e fracionamento foram controlados usando o software UNICORN 5.0

(Amersham Bioscience Co., Piscataway, NJ).

2.7. Ligagao ao cobre e determinagao da concentragao de enzima

A proteina recombinante purificada foi incubada com CuSO4 1 mM por 6 h para
permitir o preenchimento dos sitios de ligacdo do cobre e, assim, a criagao da
holoenzima ativa ligada ao seu cofator (cobre). Apds a incubagao, o excesso de cobre

foi removido usando tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,8 suplementado com
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acido etilenodiamino tetra acético (EDTA) 1 mM, seguido de cinco lavagens adicionais
com o mesmo tampdo sem EDTA de acordo com o protocolo modificado de
(Machczynski et al., 2004). As lavagens foram concluidas usando dispositivo de
filtracdo Amicon Ultra-15 MWCO 10 kDa (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA). A
concentracao de proteina foi estimada usando o ensaio de Bradford com albumina de

soro bovino como padrao a 595 nm (Bradford, 1976).

2.8. Analise de UV-Visivel

O espectro de UV-Vis foi aferido para amostras de holoenzima e apoenzima de
Lac_CB10, empregando a faixa de leitura espectrofotométrica de 200-900 nm com
intervalo de 5 nm, utilizando o espectrofotobmetro UV-vis Multiscan GO (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, 205 USA). O espectros de absorgao dos centros de cobre de
Lac_CB10 foram comparados com uma lacase caracterizada como azul (Lima et al.,
2022).

2.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de sédio (SDS-

PAGE), “Western Blotting” e zimograma

A eletroforese foi realizada com tampao Tris-glicina [50 mM de Tris-HCI; 150
mM de Glicina e 0,1% de SDS (p/v)]. O gel foi corado tanto com “Coomassie Brilliant
Blue” [40% de metanol (v/v); 10% de acido acético glacial (v/v) e Coomassie R-250 a
0,1% (p/v)] e descorado em solugao contendo 10 % de acido acético (v/v), tanto com
nitrato de prata 0,2% (Laemmli, 1970). A enzima também foi submetida a analise de
“Western Blotting”, onde o gel de poliacrilamida SDS 7% contendo a amostra da
enzima foi transferido para uma membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF,
Thermo Fisher Scientific) com porosidade de 0,45 um usando Mini Trans-Blotting (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) em tampao CAPS 10 mM pH 11,0 contendo
10% de metanol a 90 V por 45 min a 4 °C. Os locais inespecificos foram bloqueados
com solucao salina tamponada com fosfato (PBS), Tween 20 (0,02% v/v) e leite em
pd desnatado (Molico) a 5% (diluigdo 1: 1.000). A membrana foi incubada com o
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anticorpo monoclonal anti-polihistidina (H1029, Sigma, Saint Louis, MO) e com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase anti-IlgG de camundongo (A9044,
Sigma, Saint Louis, MO). A revelagéao foi realizada na presenga de tetracloridrato de
3,3'-diaminobenzidina em 15 mL de agua ultrapura contendo 12 uL de H202 a 30%
(Yang e Mahmood, 2012).

O teste de zimograma foi feito para avaliar a atividade da lacase. As bandas
proteicas foram separadas usando um ensaio eletroforético ndo desnaturante (PAGE
7%) a4 °C e 100 V e, em seguida, incubadas na presenca do substrato catecol (10
mM) e guaiacol (0,02%) em tampao CAPS pH 10,5.

2.10. Determinacgao da atividade da Lac_CB10

A atividade da lacase foi determinada pela leitura dos valores de absorbéancia
obtidos apds a oxidagao do substrato guaiacol (420 nm). As reagdes foram realizadas
em microplacas com um volume total de 100 L, sendo 20 yL de tamp&o (20 mM),
1,24 uL de substrato (1 mM) e 10 uL (35,82 ug/pL) da enzima. O efeito do pH foi
avaliado na faixa de 3,0-12,0 utilizando os seguintes tampdes: Acetato de Sodio (pH
3,4,0,5,0,55¢e6,0); MES (pH 5,5, 6,0, 6,5); PIPES (pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5); MOPS (pH
6,5,7,0,7,5,8,0); HEPES (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0); Tris-HCI (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 € 8,5);
TAPS (pH 8,0, 9,0); Ampol (pH 9,0, 9,5 e 10,0); CAPS (9,5, 10,0, 10,5, 11,0); Glicina
(pH 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5); Bicarbonato de sédio (pH 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 12,0)
e Fosfato de potassio (pH 11,0, 11,5, 12,0).

O ensaio de temperatura 6tima foi realizado no melhor pH indicado no teste
anterior e avaliado nas temperaturas de 10, 15, 25, 30, 37, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C
por uma hora. A termoestabilidade foi avaliada incubando previamente a enzima por
cinco horas, nas temperaturas de 80 e 90 °C, onde a cada 30 min uma aliquota de 10
ML era retirada e adicionada em uma reagdo contendo o tamp&o com pH ideal e o
substrato guaiacol e submetidos a reagcdo na temperatura 6tima indicada no teste
anterior.

A atividade também foi avaliada em relagao a tolerancia da enzima na presenca
de detergentes, sendo SDS, Triton x-100 e Tween 80, nas concentracdes de 0,5 e 1%

(v/v), EDTA e DTT nas concentragcbes de 1 mM, 5 mM e 10 mM. A toleréncia de
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solventes foi analisada com metanol e acetona, ambos nas concentracbes de 1, 2 e
5% (v/v) e o efeito dos sais e ions metalicos foram avaliados com CuSO4, MgSOs,
NiCl2, CaClz, NaClz2, CoClz, KCI, FeSO4, MnSO4, Al2(SOa4)3, Li2SO4, AgNOs3, BaClz,

ZnS04 CdCl2 e Kl a 2 mM, seguindo os parametros 6timos de pH e temperatura.

2.11. Degradacao de Lignina pela Lac_CB10

Os ensaios foram realizados utilizando células de E. coli contendo Lac_CB10.
Um pré-inéculo foi preparado conforme detalhado na secédo 2.4 e, em seguida,
adicionado a frascos contendo 0,4 mg/mL de lignina alcalina (AL) e meio LB. O ensaio
prosseguiu por 36 h sob agitagdo a 150 rpm e temperatura de 55 °C. Dois tratamentos
foram realizados: um sem qualquer indutor, consistindo apenas nas células
transformadas, e outro com cobre (0,25 mM) como indutor. O calculo de degradacéao

foi realizado como descrito por (Khan et al., 2024):

Degradacao (%) = (Ai - Af) x 100

Onde Ai é a absorbancia inicial e Af a absorbancia final

2.12. Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) da Degradacgao de

Lignina

Os dois tratamentos de lignina, com e sem indutor, foram avaliados por
microscopia eletronica de varredura (ZEISS EVO MA10) para verificar possiveis
mudangas estruturais na lignina. As amostras foram primeiramente liofilizadas e, em
seguida, montadas em fita de carbono. Adicionalmente, elas foram revestidas com

ouro para facilitar a visualizagéo e a obtengao de imagens.
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2.13. Analise estatistica

Todos os experimentos realizados nesse trabalho foram realizados com
réplicas estatisticas (triplicatas). Os dados foram analisados por analise de variancia

(ANOVA) com teste de comparagdes multiplas de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Clonagem do gene Lac_CB10

A fase de leitura aberta (ORF) do gene codificador da lacase Lac_CB10
consiste em 2184 nucleotideos, que codifica uma proteina de 728 aminoacidos com
massa molecular predita de 84 kDa. O gene foi amplificado através de reacdes de
PCR (Figura 2A), clonado no vetor de expressdo pETSUMO (pETSUMO-LacCB10) e
transformado em células competentes de E.coli ER2265, onde foram obtidos 13

clones, sendo 11 positivos, confirmados por PCR de colonia (Figura 2B).
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Figura 2. A. Eletroferograma do fragmento de interesse a partir do DNA genémico de
Chitinophaga sp. CB10. A canaleta M contém o marcador de tamanho molecular e a
canaleta um a confirmacéo da amplificagdo do gene Lac_CB10. B. Eletroferograma
da amplificagdo dos clones por PCR de colbénia para confirmacao da clonagem. As
canaletas 1,2,3,4,6,7,9,10,11,12 e 13 indicam os clones positivos, e a canaleta com
simbolo “mais” indica o controle positivo.
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Os clones positivos passaram por extragao plasmidial e quantificagdo (Tabela
2) antes de serem sequenciados para confirmar a insergao correta do fragmento no
vetor pETSUMO. Isso confirmou que o DNA recombinante foi inserido adequadamente
nos clones, mantendo a mesma “frame” (janela) de leitura do promotor e a mesma

orientacao deste.

Tabela 2. Quantificagdo da extragao plasmidial dos clones positivos obtidos com a
construcédo pETSUMO-LacCB10

Clone ng/pL
1 108,7
2 115,0
3 98,8
4 119,3
6 1315
7 126,5
9 153,7
10 108,0
11 101,4
12 113,4
13 123,9

3.2. Expressao e extragao enzimatica

Embora avaliados diferentes linhagens de E.coli (BL21(DE3), Rosetta (DE3),
WK®6, C43 (DE3) e BL21 (DE3) pLysS, diferentes vetores de expressao (pET28a+),
condi¢des de temperatura (de 15 a 37 °C), concentragbes de indutor (0,3 a 1 mM) e
diferentes tipos de meio de cultivo (M9 e autoindugao), observou-se que a proteina
nao apresentou uma expressao significativa em nenhum dos meios quando cultivada
a 15 °C. No entanto, a 30 °C, durante um periodo de quatro horas, a expressao foi
observada. Foi realizada uma tentativa de extracdo nativa em ambas as temperaturas

e meios de cultura, mas a proteina permaneceu nos corpos de inclusao, com exceg¢ao
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do cultivo a 30 °C (Figura 3A e 3B). Nesse caso, a proteina foi submetida a uma

tentativa de purificagédo por troca iénica, mas sem sucesso (Figura 3C).
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Figura 3. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 7%) revelando a expressao, extracao e
purificacdo da construcdo pET28a-LacCB10 em BL21 (DE3) expressa a 15 °C e 30
°C em meio minimo (M9) e meio LB. A e B: Ensaios de expresséo e extragdo com 0s
meios LB e M9. (M) - Marcador de tamanho molecular (Precision Plus Protein
Unstained BioRad), (T0) - Extrato celular sem indugao, (TF) - Extrato celular apos 24
h de indugcdo com 0,1 mM de IPTG, (1° E) - 1° extrato da extracao, (2° E) - 2° extrato
da extragao, (P) - Fracdo insoluvel (“pellet’) da extragdo. C: Ensaios de purificagao.
(FT) - Proteinas nao ligadas na coluna de Ni-NTA — “Flow Through”, (0 a 500) -
Proteinas eluidas nas diferentes concentracdes de imidazol, com 0 mM até 500 mM

Os resultados da extragdo nativa nas outras duas cepas (C43 e pLysS)
revelaram que a proteina permaneceu agregada nos corpos de inclusao (dados nao
apresentados). Estas linhagens de E. coli utilizadas sdo conhecidas por serem

adequadas para expressdao de proteinas potencialmente toxicas, sendo a pLysS
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caracterizada por conter um plasmideo que auxilia na redugado dos niveis de
expressao basal do gene de interesse.

Além disso, a extracao nativa foi avaliada em outras cepas, como WKG6, Rosetta
e BL21 (DE3). As amostras escolhidas para a extragdo foram obtidas das células de
E. coli BL21 (DE3), induzidas com 0,3 mM de IPTG por quatro (T4) e seis horas (T6),
assim como daquelas induzidas com 0,6 mM de IPTG por seis horas (T6). Também
foram analisadas amostras de células da cepa Rosetta, induzidas com 0,3 mM de
IPTG por seis (T6) e oito horas (T8), 0,6 mM de IPTG por quatro horas (T4) e 1 mM
de IPTG por seis horas (T6).

A cepa Rosetta (DE3) é especialmente otimizada para a expressao de
proteinas que contém codons raros para a E. coli hospedeira. Isso é viavel gragas a
presenca de um plasmideo que codifica os cddons AGG/AGA (arginina), CGG
(arginina), AUA (isoleucina), CUA (leucina), CCC (prolina) e GGA (glicina).

Como ilustrado na Figura 4, as amostras induzidas com a menor concentragao
de IPTG por seis h, em ambas as cepas, exibiram bandas correspondentes a enzima
(100 kDa) Lac_CB10, conforme esperado. Em vista desses resultados, foram
conduzidos ensaios de expressao em maior escala (utilizando 200 mL de meio) para

permitir a extragao utilizando o tampao B-PER e tampéao fosfato de potassio.

BL21 (DE3) Rosetta

0,3 mM 0,6 mM 0,3 mM 0,6 mM 1mM
‘ 2 o Y A
M 'TO T4 T6 'T6 TO T6é T8 T4 T6

100 kDa —

75 kDa — «

Figura 4. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 7%) revelando a lise celular da
construgao LacCB10-pET28a em BL21 (DE3) e Rosetta em diferentes concentragbes
de IPTG. Canaletas: (M) Marcador de tamanho molecular (Precision Plus Protein
Unstained BioRad); (TO) Extrato celular sem indugéo; (T4) Extrato celular apés quatro
h de indugéo; (T6) Extrato celular apds seis h de inducao; (T8) Extrato celular apos
oito h de indugéo.
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Com o intuito de extrair a proteina na fragcdo soluvel, utilizou-se o tampao B-
PER, uma vez que todos os ensaios de extragdo, tanto neste estudo quanto em
trabalho anterior com a construgdo pET28a-LacCB10, demonstraram que a proteina
tende a permanecer nos corpos de inclusdo. Nesse contexto, uma cultura de 200 mL
foi dividida em duas partes iguais. Para uma delas, 100 mL foram submetidos a
extragdo com o tampao B-PER, seguindo as instru¢des do fabricante. Para a outra
metade, os 100 mL restantes foram extraidos utilizando o tampao de extragao 2, cuja
composicao é detalhada na Tabela 2.

A analise do gel apresentado na Figura 5 revela que a extragao realizada com
o tampéao B-PER nao resultou na presencga de proteina nos corpos de inclusdo em
ambas as amostras celulares. Em contrapartida, a extragcdo com o tampao de extragao
2 demonstrou a presencga de proteina nos corpos de inclusdo em ambas as amostras,

porém também mostrou bandas na altura esperada para Lac_CB10.

100 kDa —

75 kDa — ’ ‘

Figura 5. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 12%) revelando a extragcdo da
construgcédo LacCB10-pET28 em células competentes de E.coli BL21 (DE3) e Rosetta
a 28 °C com 0,3mM de IPTG. (M) - Marcador de tamanho molecular (Precision Plus
Protein Unstained BioRad); (1) - Extrato da fragao soluvel de E.coli BL21(DE3) com
tampéo de extragcéo 2; (2) - Extrato da fracédo soluvel de E.coli Rosetta com tampé&o
de extragao 2; (3) - Extrato da fragao soluvel de E.coli BL21(DE3) com tampao B-PER;
(4) - Extrato da fragéo soluvel de E.coli rosetta com tampéo B-PER; (5) - Extrato da
fracao insoluvel (“pellet”) de E.coli BL21(DE3) com tampéao de extragao 2; (6) - Extrato
da fragao insoluvel (“pellet”) de E.coli rosetta com tampéo de extragéo 2; (7) - Extrato
da fracao insoluvel (“pellet”) de E.coli BL21(DE3) com tampao B-PER; (8) - Extrato da
fracdo insoluvel (“pellet”) de E.coli rosetta com tampao B-PER.
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Diante desses resultados, ambas as amostras seguiram para o passo de
purificacdo e para confirmar se realmente a enzima foi extraida na fragao soluvel e
purificada, foi feita uma analise de “Western Blotting” (Figura 6), mostrando que, em
ambas as cepas, a lacase estava retida nos corpos de inclusio, e consequentemente,

nao houve sucesso na purificagéo.

A BL21 (DE3) B Rosetta

M TO FT 10 20 50 100 200 500 1 M TO FT 10 20 50 100 200 500 1
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Figura 6. A e B: SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 7%) revelando a purificagcao da
construgdo LacCB10-pET28a em BL21 (DE3) e Rosetta. (TO) - Extrato celular sem
inducgéo; (FT) - Proteinas nao ligadas na coluna de Ni-NTA — “Flow Through”; (10 mM
a 1 M) - Proteinas eluidas nas diferentes concentra¢des de imidazol, com 10 mM até
1 M. C: Andlise da extragao e purificagdo pelo método de Western Blotting. (S) -
Fracao soluvel da extragao (sobrenadante); (P) Fragao insoluvel da extragao (“pellet”).

Todos os 11 clones positivos obtidos com a construgdo pETSUMO-LacCB10
foram expressos a 28 °C por 6 h e induzidos com 0,9 mM de IPTG. Em seguida, foi
realizada a extragdo dessas amostras para avaliar se a enzima Lac_CB10 estava
presente na fragdo soluvel de pelo menos um dos clones, a fim de selecionar um

para expressao em maior escala. Essas amostras foram submetidas a analise em
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gel de SDS-PAGE e “Western Blotting”. No entanto, apenas dois clones
apresentaram uma banda no sobrenadante (dados n&o apresentados).

Um destes clones foi selecionado para uma expressdao mais detalhada a 28
°C por 24 h, utilizando trés concentracgdes diferentes de IPTG: 0,3 mM, 0,6 mM e 0,9
mM. Aliquotas (2 mL) foram coletadas a cada duas h durante as primeiras 10 h e,
finalmente, apds 24 h. Essas amostras foram submetidas a uma lise celular utilizando
um tampdo fosfato com pH 7,8, a fim de comparar os extratos soluveis
(sobrenadante) e insoluveis (“pellet”) antes e depois da indugéo.

Conforme evidenciado na Figura 7, a enzima permaneceu retida nos corpos
de inclusdao em todos os tempos e concentracdes de IPTG testados. No entanto, é
possivel observar bandas na fracdo soluvel correspondentes a Lac_CB10. Para
confirmar se essas bandas realmente pertenciam a enzima ou se eram provenientes
de E. coli ER2265, foi realizado um “Western Blotting” (Figura 8). Os resultados
confirmaram que, mesmo com uma fragao retida no "pellet," a lacase foi extraida na
fracao soluvel quando expressa com 0,9 mM de IPTG por quatro horas. Essas
condicdes foram, portanto, determinadas como as melhores para superexpressao e

extragcao da proteina.
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Figura 7. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 7%) revelando a lise celular da
construcdo pETSUMO-LacCB10 em célula competente de E.coli ER2265. (M) -
Marcador de tamanho molecular (Precision Plus Protein Unstained BioRad); (TO) -
Extrato celular sem indugao; (T2) - Extrato celular com duas h de indugéao; (T4) -
Extrato celular com quatro h de indugéo; (T6) - Extrato celular com seis h de indugéo;
(T8) - Extrato celular com oito h de indugao; (T24) - Extrato celular com 24 h de
inducéo.
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Figura 8. Analise por “Western Blotting” da lise celular da construgcdo pETSUMO-
LacCB10 em célula competente de E.coli ER2265. (M) - Marcador de tamanho
molecular (Precision Plus Protein Unstained BioRad); (TO) - Extrato celular sem
inducgao; (T2) - Extrato celular com duas h de indugao; (T4) - Extrato celular com quatro
h de inducgéao; (T6) - Extrato celular com seis h de indugao; (T8) - Extrato celular com
oito h de inducéo.

ApOs a otimizagao das condicdes de expressao, foi realizada a superexpressao
em um litro de meio LB, utilizando os mesmos parametros previamente descritos. A
cultura bacteriana foi dividida em dois frascos de 500 mL, posteriormente
centrifugados para obter o "pellet". Em seguida, a extragao foi feita utilizando os
tampoes de extracao 1 e o tampao B-PER.

Como pode ser observado na Figura 9, o tampao B-PER mostrou-se ineficaz
na obtencdo da proteina na fragdo soluvel. No entanto, ao utilizar o tampao de

extracao 1, foi possivel obter a Lac_CB10 na fragdo soluvel no segundo extrato.
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—— 100 kDa

—— 75kDa

Figura 9. Analise por “Western Blotting” da extracao celular com tampao B-PER e
tampao fosfato de potassio 50mM pH 7.8 da construcdo pETSUMO-LacCB10 em
célula competente de E.coli ER2265. (M) - Marcador de tamanho molecular (Precision
Plus Protein Unstained BioRad); (1 e 4) - Fracao insoluvel (pellet) da extragéo; (2 e 5)
- 1° extrato da fragao soluvel; (3 e 6) - 2° extrato da fragao soluvel.

Em seguida, o segundo extrato da fragao soluvel passou por um processo de
purificacao, utilizando cromatografia de afinidade ao niquel e exclusao de tamanho no
sistema AKTA Pure. No entanto, ao realizar a purificacdo no sistema Akta Pure, houve
uma perda constante da enzima Lac_CB10, sendo assim, a purificacido foi realizada
somente por afinidade ao niquel, onde a enzima foi eluida em um tampao contendo
500 mM de imidazol. Em seguida, a amostra foi concentrada utilizando um
concentrador Amicon 30 kDa até atingir um volume final de 3 mL e, posteriormente,
submetida a coluna PD-10 "Desalting Column" de 2,5 mL da Amersham Bioscience,
seguindo as instrugcdes do fabricante, para remover o excesso de sal presente no
imidazol.

Na Figura 10A é possivel observar o resultado da purificacdo da enzima
Lac_CB10 por meio de gel SDS-PAGE 7%, que permitiu visualizar uma unica banda
purificada com uma massa molecular aproximada de 94 kDa. Essa massa é
compativel com a massa prevista pelo programa Protparam, referente a proteina de
fusdo. Além disso, no “Western Blotting” (Figura 10B), foi possivel confirmar que, apos

a eluicdo em um tampéo livre de imidazol na coluna PD-10, a proteina foi recuperada.
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Figura 10. A: SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 7%) revelando a extracdo e
purificacdo da Lac_CB10. B: “Western Blotting” revelando a extragao e purificacdo da
Lac_CB10. (M) - Marcador de tamanho molecular (Precision Plus Protein Unstained
BioRad); (1) - Proteina eluida com 500 mM de imidazol; (TO) - Extrato celular sem
inducgao; (TF) - Extrato celular apds seis h de indugao; (1° Ext) - 1° extrato da extragao;
(2° Ext) - 2° extrato da extracao, (P) - Fracao insoluvel (pellet) da extracdo. (FT) -
Proteinas ndo ligadas na coluna de Ni-NTA — “Flow Through”

As condicdes de expressio otimizadas de 28 °C a 200 rpm por quatro horas
resultaram em um rendimento enzimatico de 10,92 mg para cada litro de cultura e a
cromatografia de exclusdao de massa molecular foi usada para prever a massa da
proteina Lac_CB10 em sua configuragdo de apoenzima nativa, através da analise de
regressao linear da razdo do volume de eluigdo vazio da coluna e o logaritmo da
massa molecular no mesmo volume de eluicao (Ve/Vo) obtido para amostras de um
padrdao comercial de peso molecular. A massa molecular estimada foi de 100 kDa
(Figura 11).
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Figura 11. Perfil cromatografico da lacase purificada por filtragdo em gel. Estimativa
de massa molecular de Lac_CB10 por filtragdo em gel baseada na correlagédo linear.
Eluicdo da massa molecular padrao de Lac_CB10 e padrdes de proteina versus seus
valores logaritimos de massa molecular. P1-P4: Proteinas usadas como padrdes de
massa molecular: acido p-aminobenzéico (pABA) (0,13 kDa), ribonuclease A (13,7
kDa), albumina (43 kDa), (tireoglobulina bovina (670 kDa), y-globulina (150 kDa),
Protein Standard Mix 15 + 600 kDa, Sigma, St. Louis, MO, EUA).

Considerando a busca pelos resultados mais favoraveis na purificagao da

proteina Lac_CB10, foi feita a caracterizagao bioquimica desta lacase.

3.3. Predigao funcional in silico e atividade em zimograma

MCOs sao caracterizadas pela presengca de dois ou trés dominios de
cupredoxina. Esses dominios sdo fundamentais para o desempenho catalitico da
enzima, pois contém os residuos de histidina e cisteina altamente conservados que
coordenam atomos de cobre (Makwana e Mahalakshmi, 2015), além do sitio de
ligacao entre substrato e enzima (Pardo et al., 2016). De acordo com o “Laccase and
Multicopper Oxidase Engineering Database” (LccED) (Graff et al., 2020; Sirim et al.,
2011), as MCOs sao agrupadas em 105 familias homodlogas e 16 superfamilias, das
quais 11 contém enzimas com trés dominios de cupredoxina, e apenas 1 superfamilia
esta associada a seis dominios. Das 16 superfamilias, oito sao principalmente de
organismos eucaridticos, incluindo fungos, plantas e insetos; sete sao de bactérias; e

apenas uma superfamilia, composta por dois dominios, pertence as arqueias.
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Para confirmar a homologia de Lac_CB10 com o grupo de MCOs, a sequéncia
de proteina prevista para esta ORF foi submetida a uma andlise de dominios
conservados para identificar dominios de cupredoxina usando a plataforma Pfam
(Mistry et al., 2021). Os resultados indicaram a presenga de trés dominios de
cupredoxina, "Cu-oxidase 3", "Cu-oxidase" e "Cu-oxidase 2" (Figura 12), compostos

por 107, 81 e 112 aminoacidos, respectivamente.

Start 36 Start 231 Start 418
End 143 End 312 End 530

Figura 12. Esquema dos dominios Cu-oxidase 3, Cu-oxidase e Cu-oxidase 2
pertencentes a Lac_CB10, mostrando os numeros dos aminoacidos nos quais o
dominio comega (inicio) e termina (fim) (Buzzo et al., 2023).

Para determinar a superfamilia a qual Lac_CB10 deveria ser associada com
base em uma matriz de distancia, uma arvore filogenética foi construida através do
método “neighbor-joining”. Esta arvore utilizou como entrada as sete superfamilias
bacterianas de MCOs obtidas a partir do banco de dados de lacases e MCOs, Bio-
catnet LccED v6. (Graff et al., 2020; Sirim et al., 2011): H—Bacterial CopA, |—Bacterial
Bilirubin Oxidase, J—Bacterial CueO, L—Bacterial MCO, K—SLAC-like (tipo B
2dMCO), N—Bacterial type B 2dMCO e O—Archaeal and Bacterial type C 2dMCO.
Com isso foi possivel identificar que Lac_CB10 é mais similar a classe das lacases
CopA,que apresentam maior resisténcia a cobre (Sirim et al., 2011), uma vez que se
agrupou como grupo irmao deste clado com elevado indice de confianga

(“Bootstrapping” 91%), conforme mostrado na Figura 13 (Buzzo et al., 2023).
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Figura 13. Dendrograma fenético de Lac_CB10 em relagcéo as classes de lacases
depositadas no banco de dados de lacases e MCO ("LccED"), com base na matriz de
distancia gerada a partir de um alinhamento obtido usando o programa Mega 7 por
meio da otimizacdo por agrupamento de vizinhos. O clado amarelo indica a
superfamilia K, o clado rosa indica a superfamilia O, o clado azul indica a super-familia
N, o clado roxo indica a superfamilia J, o clado salmao indica a super-familia | e o
clado azul claro indica a super-familia L. O braco verde do clado da super-familia H
indica que a lacase CB10_180.4889 pertence a classe CopA (Buzzo et al., 2023).
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As lacases possuem padrdes especificos e conservados L1 (H-W-H-G) e L3
(H-P-x-H-L-H-G-H) que sao importantes para o correto funcionamento dos centros de
cobre. O padrédo L1 possui uma histidina que se liga ao sitio de cobre T2 e uma
histidina que se liga ao sitio T3, enquanto a sequéncia L3 possui ligantes em todos os
trés sitios de cobre (T1, T2 e T3). Na superfamilia H (Bacterial CopA), que apresentou
os melhores resultados de homologia para Lac_CB10, 98% das sequéncias tém
origem bacteriana e 83% sao registradas como lacases no GenBank; entre essas
lacases, 50% possuem a assinatura L1 e 42% possuem a assinatura L3 (Sirim et al.,
2011).

Além dos motivos L1 e L3, as lacases tém outros dois motivos conservados que
estdo diretamente envolvidos na ligagéo aos sitios de cobre, L2 (H-X-H) e L4 (H-C-H-
X-X-X-H-X-X-X-X-M/L/F) (Upadhyay et al., 2020). O conhecimento dos motivos
conservados em enzimas conhecidas auxilia na busca e prospecc¢ao de alvos em
genomas sequenciados, e os motivos de metagenomas s&o usados como critério
inicial de triagem para buscar enzimas de interesse, uma vez que enzimas de outras
classes ja sdo descartadas na primeira etapa de selegdo. Considerando a alta
similaridade com CopA, foi realizado um alinhamento multiplo com cinco sequéncias
da classe H de lacase (lacase CopA) (Figura 14) para identificar os quatro motivos
conservados, L1 (H-W-H-G), L2 (H-X-H), L3 (H-P-x-H-L-H-G-H) e L4 (H-C-H-X-X-X-
H-X-X-X-X-M/L/F), que sao responsaveis pela coordenagao dos trés centros de cobre.
Além disso, o alinhamento mostrou um alto indice de conservacao entre varios blocos
nas sequéncias, reforcando mais uma vez que a enzima pertence a este grupo (Buzzo
et al., 2023).
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Figura 14. Alinhamento de multiplas sequéncias pertencentes a familia CopA e nossa
Lac_CB10 usando o software Praline (Simossis e Heringa, 2005). As regides
destacadas dentro das caixas indicam os motivos que formam os quatro ligantes de
cobre e sdo altamente conservados em lacases: L1 (H-W-H-G, vermelho), L2 (H-S-H,
verde), L3 (H-P-M-H-L-H-G-H, azul) e L4 (H-C-H-I-L-Y-H-M-M-S-G-M, amarelo)
(Buzzo et al., 2023).

Para verificar a atividade oxidativa da lacase foi realizada uma eletroforese em
condigdo nativa (sem SDS e sem desnaturagéo proteica) com catecol e guaiacol, dois
substratos especificos para lacase. Como pode ser observado na Figura 15, é
possivel observar uma banda com atividade oxidativa de lacase para os dois

substratos.
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Figura 15. Gel nativo de Lac_CB10 corado com guaiacol 0,02% (A) e catecol 10 mM
(B) em tampao CAPS pH 10,5.

3.4. Propriedades espectrais da enzima Lac_CB10

Os espectros de UV-Vis da enzima Lac_CB10 foram medidos em seus estados
de apo e holoenzima, antes e apds a incubacdo com o CuSOu4, respectivamente.
Como esperado, a apoenzima nao apresentou nenhum espectro de absorgcdo nos
comprimentos de onda medidos. Em contrapartida, apds a lacase ter complexado os
atomos de cobre e preenchido seus sitios de ligagéo, houve um pico de absorgéo em

torno de 300 nm e nenhum pico em 600 nm (Figura 16A-B).
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Figura 16. Espectro UV-vis da apoenzima e holoenzima Lac_CB10. A. Espectro UV-
vis da Lac_CB10 em sua forma holoenzima, com pico de absor¢ao proximo a 330 nm.
B. Espectro UV-vis da Lac_CB10 (circulos pretos) em sua forma apoenzima (sem
nenhum pico de absor¢cdo) e de holoenzima em comparagdo com a lacase azul
LacMeta (circulos cinzas), mostrando seus picos de absor¢do em 330 nm e 600 nm.
C. Lac_CB10 em sua forma de holoenzima com coloragéo azulada.

Com excecéao das “small”’ lacases, que apresentam uma subunidade a menos,
no geral, as lacases apresentam quatro atomos de cobre por subunidade,
independentemente se sdo monoméricas ou compostas por varias cadeias (Sirim et
al., 2011). Estes atomos de cobre estao divididos em trés centros cupricos, sendo eles
centro de cobre Tipo 1 ou cobre azul (T1) e possui absor¢édo em 600 nm, centro de
cobre Tipo 2 ou cobre normal (T2), que nao apresenta absorgédo no espectro visivel e
centro de cobre Tipo 3 (T3) ou centros de cobre binuclear acoplado que absorve a luz
em cerca de 330 nm (Sondhi et al., 2021).

Embora seja caracteristica geral das lacases e, mesmo da familia das MCOs
como um todo, possuir os quatro atomos de cobre compondo o centro catalitico, ha

relatos de lacases caracterizadas em que os cobres foram substituidos por outros
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atomos, como por exemplo a lacase de Pleurotus ostreatus, que continha apenas um
atomo de cobre e os outros foram substituidos por dois ions de zinco e um de ferro
(Palmieri et al., 1997) e a de Trametes hirsuta, onde um atomo de cobre foi substituido
por um atomo de manganés (Kaneko et al., 2009).

Com base nesta caracteristica espectral, Lac_CB10 assume um perfil de picos
tipicos de lacases amarelas (Cen et al., 2022; Mot et al., 2020) (Figura 16B), como por
exemplo a lacase amarela de Bacillus licheniformis descrita por Sharma e
colaboradores (2020), que apresentou espectro de absorgdo entre 230-280 nm e
auséncia de pico em 600 nm, referente ao centro de cobre Tipo 1, responsavel por
conferir a coloracéo tipica de lacases azuis. O pico de absor¢édo em torno de 300 nm,
correspondente a regido espectral respectiva ao centro de cobre Tipo 3, € descrito na
literatura como responsavel por tornar a solugao enzimatica incolor ou amarela, o que
derivou a nomenclatura dessas lacases de espectro incomum como “lacases brancas”
ou “amarelas” (Sondhi et al., 2021; Leontievsky et al., 1997).

Entretanto, apesar de apresentar caracteristica espectral tipica de lacases
amarelas, a preparagdo enzimatica Lac_CB10 adicionada de cobre apresenta
coloragao azul (Figura 16 C), mesmo nao apresentando o pico de absor¢do no
espectro UV-vis em 600 nm. Uma situacao semelhante foi relatada por Galai e
colaboradores (2014), onde uma lacase bacteriana de Stenotrophomonas maltoplhilia
AAP56 (SmLac) também apresentou coloragdo azul quando o cobre foi adicionado,
porém se comportou como uma lacase amarela no espectro UV-vis. De forma similar,
Mot e colaboradores (2020), elucidaram através de analises adicionais de
Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) as caracteristicas espectrais da lacase
fungica de Sclerotinia sclerotiorum, revelando que apesar das caracteristicas de uma
lacase amarela no espectro UV-vis, a analise de EPR indicou também picos
caracteristicos de uma lacase azul.

Curiosamente, os autores encontraram padrées atipicos de oxidagdo em
substratos que derivaram cores nao convencionais para diversos substratos, o que
levou os autores a proposi¢cao de uma nova classe de lacases, as “Rainbow” lacases.
Aliado aos nossos resultados, esses dados indicam que ainda ha muito a se descobrir
sobre 0s mecanismos de agdo e caracteristicas fisico-quimicas das lacases,

melhorando o ainda confuso sistema de classificacdo destas enzimas.
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3.5. Caracterizagao bioquimica da Lac_CB10

A avaliagao de pH foi realizada em dois momentos. Inicialmente, os primeiros
ensaios foram conduzidos com os seguintes tampdes: Acetato de Sodio (pH 3, 4,0,
5,0, 5,5 e 6,0); Tris-HCI (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5); e Ampol (pH 9,0, 9,5 e 10,0).
Observou-se que a lacase alcangou 100% de sua atividade em tampao Ampol pH 10,0
apo6s 16 h a 37 °C, na presenca do substrato guaiacol (Figura 17). No entanto, devido
ao alto desvio padrao nas repeticdes e a queda da atividade no intervalo de pH de 9,0

para 9,5, foram investigados outros conjuntos de tampdes.
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Figura 17. Efeito do pH na atividade de Lac_CB10. A atividade enzimatica foi realizada
com os seguintes tampdes a 20mM: Acetato de Sddio (pH 3, 4,0, 5,0, 5,5 e 6,0); Tris-
HCI (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5) e Ampol (pH 9,0, 9,5 e 10,0). Os testes foram
realizados com 3 réplicas. Os valores seguidos da mesma letra ndo diferem
estatisticamente, segundo o teste ANOVA e Tukey, com 5% de probabilidade.

Foram avaliados os seguintes tampdes: MES (pH 5,5, 6,0, 6,5); PIPES (pH 6,0,
6,5, 7,0, 7,5); MOPS (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0); HEPES (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0); TAPS (pH
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8,0, 9,0); CAPS (pH 9,5, 10,0, 10,5, 11,0); Glicina (pH 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5);
Bicarbonato de sédio (pH 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 12,0); e Fosfato de potassio (pH
11,0, 11,5, 12,0). Novamente, a maior atividade (100%) da enzima Lac_CB10 foi
observada em pH basico (10,5) em tampao CAPS, também apo6s 16 h a 37 °C, com o
substrato guaiacol (Figura 18).

Vale ressaltar que o guaiacol € um substrato fendlico que n&o apresentou
mudanca de coloracdo imediata quando adicionado a reagcdo com a lacase,
independentemente do pH ou da temperatura ambiente. Somente apdés 16 h foi
possivel observar a coloragao marrom caracteristica da oxidagao do substrato. Como
demonstrado na Figura 17, a medida que o pH aumenta, a oxidag&o do substrato pela

enzima se intensifica, resultando em uma coloracido marrom mais intensa.
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Figura 18. Efeito do pH na atividade de Lac_CB10. A atividade enzimatica foi realizada
com os seguintes tampdes a 20mM: MES (pH 5,5, 6,0, 6,5); PIPES (pH 6,0, 6,5, 7,0,
7,5); MOPS (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0); HEPES (pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0); TAPS (pH 8,0, 9,0);
CAPS (pH 9,5, 10,0, 10,5, 11,0); Glicina (pH 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5); Bicarbonato de
sédio (pH 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 12,0); e Fosfato de potassio (pH 11,0, 11,5, 12,0).
Os testes foram realizados com 3 réplicas. Os valores seguidos da mesma letra n&o
diferem estatisticamente, segundo o teste ANOVA e Tukey, com 5% de probabilidade.
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Sabe-se que as lacases apresentam diferentes pHs 6timos para diferentes
substratos, uma variagao que se deve ao potencial redox distinto entre o cobre tipo 1
da lacase e o substrato. Essa diferenga tende a aumentar com o aumento do pH,
resultando na transferéncia de elétrons do centro T1 de cobre e, consequentemente,
em maior atividade em pH alcalino (Ruijssenaars e Hartmans, 2004). No caso de
substratos fendlicos, como o guaiacol, os resultados obtidos sdo consistentes com a
literatura, que relata a maior atividade das lacases em pHs mais basicos. A lacase
MSKLAC, proveniente de Bacillus sp. MSK-01, foi testada em diferentes substratos
(siringaldazina, ABTS, DMP e guaiacol) com pHs o6timos de 7,0; 4,5; 8,0 e 8,0,
respectivamente, e demonstrou alta estabilidade em uma faixa de pH entre 5,0 e 10,0
por 24 h (Sondhi et al., 2021).

Curiosamente, a adaptabilidade extreméfila da enzima n&o se limitou apenas a
um perfil 6timo de pH fortemente alcalino (pH 10,5), mas também se manifestou em
condi¢cbes elevadas de temperatura. Lac_CB10 exibiu uma atividade relativa baixa
(maximo de 40%) sem aumentos significativos entre 37 °C e 60 °C. No entanto, a
atividade apresentou um salto significativo a 70 °C, alcangando 68%, e posteriormente
teve outro aumento expressivo nas temperaturas de 80 °C (93%) e 90 °C, atingindo

sua temperatura 6tima com uma atividade relativa de 100% (Figura 19A).
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Figura 19. Efeitos da temperatura na atividade de Lac_CB10. A. Aatividade enzimatica
foi realizada nas temperaturas de 10 a 90 °C em tamp&o CAPS 20mM (pH 10,5). B,
C. Os testes de termoestabilidade foram realizados em tampao CAPS 20mM (pH 10,5)
por cinco horas a 80 °C e 90 °C. Os testes foram realizados com 3 réplicas. Os valores
seguidos da mesma letra nao diferem estatisticamente, segundo o teste ANOVA e
Tukey, com 5% de probabilidade

A determinagéo da termoestabilidade (Figura 19 B, C) foi realizada incubando
a enzima por cinco horas a 80 °C e 90 °C e medindo sua atividade no substrato
guaiacol e no seu pH o6timo. Lac_CB10 demonstrou ser termoestavel nas duas
temperaturas, onde em ambas manteve sua atividade acima de 50% por cinco horas,
sendo que a 80 °C atingiu sua atividade relativa maxima de 100% (Figura 19 B) em
270 min e em 90 °C (Figura 19 C) em 210 min. A atividade prolongada da enzima em
altas temperaturas é considerada um parametro vital para satisfazer os requisitos
comerciais, por isso lacases com boas propriedades termotolerantes sdo importantes
para processos industriais, como a producao de alimentos, o branqueamento de polpa
de papel, industria de tecidos e biorremediagao, onde as altas temperaturas podem

ser um fator inevitavel.
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Um fato intrigante relacionado a atividade de Lac_CB10 em altas temperaturas,
bem como a sua termoestabilidade, € que essa enzima nao foi prospectada de fontes
termofilicas. No entanto, é importante destacar que Lac_CB10 ndo € a primeira
enzima termofilica descoberta em Chitinophaga sp. CB10. Recentemente, nosso
grupo de pesquisa descreveu uma metalocarboxipeptidase hipertermofilica
proveniente da mesma fonte (Fernandes et al., 2021), evidenciando o potencial das
fontes bacterianas para a obtengcdo de enzimas de interesse industrial. Além disso,
com base nos dados espectrais, € possivel que Lac_CB10 seja classificada como uma
lacase amarela, o que reforga sua alta capacidade de estabilidade e funcionalidade
em condigdes extremas, caracteristicas associadas ao grupo das ainda pouco
conhecidas lacases amarelas (Mot et al., 2020).

Embora n&o frequente, a condigdo extremdfila também ja foi relatada para
algumas lacases azuis bacterianas, como as prospectadas de residuos
agroindustriais produzidas por Bacillus aquimaris AKRCo2, que apresentou
estabilidade térmica a 75 °C com meia vida de quatro h em substrato guaiacol
(Kumar et al., 2022), bem como lacases de Alcaligenes faecalis, apresentando
atividade 6tima de 80 °C e estabilidade térmica na faixa de 70-90 °C, onde a atividade
foi medida monitorando a oxidagao do 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP) (Mehandia et al.,
2020). A estabilidade de lacases purificadas em varias temperaturas mostra o
potencial para aplicacdes industriais na alternativa de plasticos sintéticos, produtos
quimicos e biocombustiveis através de processos incluindo bioresiduos (Mehandia
et al., 2020).

Similarmente, lacases obtidas de Bacillus sp. estirpe WT, Bacillus sp. PKa,
Thermobifida fusca, Bacillus tequilensis SN4 e Geobacillus thermocatenutalatus
(Siroosi et al., 2016; Rajeswari e Bhuvaneswari, 2016; Chen et al., 2013) mostraram
atividade 6tima na faixa de 50 °C a 70 °C, mas possuiam meia-vida curta, perdendo
rapidamente sua atividade em altas temperaturas. Lac_CB10 foi capaz de manter
sua atividade acima de 50% por cinco h nas duas temperaturas testadas de 80 °C e
90 °C, sendo de grande importancia nos processos industriais.

A capacidade de enzimas demonstrarem atividade em temperaturas elevadas
oferece uma série de vantagens significativas em diversos processos industriais e

biotecnolégicos. Em primeiro lugar, a elevada temperatura aumenta a taxa de
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reagao, uma vez que as moléculas apresentam maior energia cinética, acelerando a
conversao dos substratos em produtos. Além disso, a solubilidade dos substratos
tende a ser aprimorada em temperaturas mais altas, facilitando o acesso da enzima
a esses substratos e, consequentemente, melhorando a eficiéncia da reacao
enzimatica. Outro beneficio fundamental € a maior estabilidade e vida util das
enzimas termotolerantes em condigbes de temperatura elevada, reduzindo a
necessidade de substituicdo frequente e possibilitando seu uso prolongado em
processos continuos (Sharma et al., 2019).

Para avaliar o efeito de inibidores e ions sobre a atividade da lacase, foram
utilizados os parametros de pH 6timo (CAPS pH 10,5) e temperatura ideal (90 °C).
Diversos inibidores foram testados, abrangendo alcoois, cetonas e detergentes,
incluindo SDS, Triton x-100 e Tween 80, nas concentragbes de 0,5% e 1% (v/v),
EDTAe DTT nas concentragbdes de 1 mM, 5 mM e 10 mM, além de metanol e acetona
a 1%, 2% e 5% (viv).

Os resultados revelaram que todos esses inibidores reduziram
significativamente a atividade enzimatica, mantendo-a abaixo de 30%, com excegao
do detergente Triton x-100, que apresentou uma atividade um pouco mais elevada
(42%) em comparagao aos outros inibidores, embora ainda relativamente baixa
(Tabela 3).
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Tabela 3. Influéncia de inibidores na atividade enzimatica da lacase. As reagdes foram
feitas utilizando SDS, Triton x-100 e Tween 80, nas concentrac¢des de 0,5% e 1% (v/v),
EDTA e DTT nas concentragcées de 1 mM, 5 mM e 10 mM, além de metanol e acetona
a 1%, 2% e 5% (v/v). As letras minusculas indicam a diferencga significativa entre cada
condigao realizada. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente,
de acordo com ANOVA e teste de Tukey a probabilidade de 5%.

Inibidor Concentracao Atividade Relativa (%)
Metanol 1% 204+0,1 d
Metanol 2% 255+11 ¢
Metanol 5% 229+18 d
Acetona 1% 156+08 d
Acetona 2% 132+08 d
Acetona 5% 159+04 d
SDS 0,5% 145+08 d
SDS 1% 16,2+05 d
Triton X-100 0,5% 145+0,17 d
Triton X-100 1% 420+£82 b
Tween 20 0,5% 151+0,7 d
Tween 20 1% 182+22 d
EDTA 1 mM 172+1,6 d
EDTA 5mM 192+10 d
EDTA 10 mM 16,9+ 0,7 d
DTT 1 mM 147+04 d
DTT 5mM 17,7+1,8 d
DTT 10 mM 238+227 d
Controle 100 a

A avaliagéo dos ions CuSO4, MgSOs4, NiCl2, CaClz, NaClz, CoClz, KCI, FeSOa4,
MnSQ4, Al2(S04)3, Li2S0O4, AgNO3, BaClz2, ZnSO4, CdCl2 e Kl revelou um aumento na
atividade relativa de aproximadamente 130% na presenca de Cu?* e 122% na
presenca de Cd?*. Todos os outros ions testados ndo demonstraram eficacia
significativa na ativagdo da Lac_CB10. O ion Mn?* n&o teve impacto significativo na
atividade (70%), enquanto o ion Ni?*, por outro lado, exerceu um efeito altamente
inibitério sobre a atividade enzimatica, reduzindo-a para 13% da atividade relativa
(Tabela 4).
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Tabela 4. Influéncia de ions na atividade enzimatica da lacase. As reacdes foram feitas
utilizando CuSO4, MgSO4, NiCl2, CaClz, NaClz, CoClz, KCI, FeSO4, MNSO4, Al2(SO4)s,
Li2SO4, AgNOs, BaClz2, ZnSO4, CdCIl2 e KI na concentracdo de 2 mM. As letras
minusculas indicam a diferenga significativa entre cada condi¢do realizada. Valores
seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, de acordo com ANOVA e
teste de Tukey a probabilidade de 5%.

ion Atividade Relativa (%)
CuS0O4 129,7+ 20,8 ¢
MgSO4 432 +21,1 f
NiCl2 128+2,1 |
CaCl: 443+0,9 e
NacCl 16,8 £ 0,3 I
CoCl> 244+28 h
KCI 209+11  j
FeSO4 40,3+ 3,0 g
MnSO4 69,6 + 8,2 d
AL(SO4)s 16,1+08 |
Li2SO4 17,1+0,2 |
AgNO3 21,7+10 i
BaCl2 26,8+ 0,5 h
ZnS0O4 15,9+0,3 |
CdcCl2 1219+1,2 b
KI 210+1.3 ]
Controle 100 a

3.6. Degradacao Enzimatica e Microscopia Eletrénica de Varredura de Lignina

O ensaio contendo apenas a célula bacteriana e lignina mostrou 16,33% de
degradacao, enquanto o ensaio contendo cobre como indutor conseguiu degradar
52,27%. A Microscopia eletrénica de varredura foi realizada para verificar mudancgas
estruturais na lignina, onde é possivel observar que o tratamento sem cobre, somente
com a enzima, nao apresentou mudangas significativas (Figura 20 A e B), enquanto o
tratamento com cobre obteve mudangas estruturais significativas, alterando

drasticamente a superficie (Figura 20 C e D).
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Figura 20. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (SEM) da degradacao de
lignina alcalina. Tratamento sem indutor (A - controle abidtico e B - tratamento) e
tratamento com cobre (C - controle abidtico e D - tratamento). Os experimentos foram
conduzidos a 55 °C por 32 h a 150 rpm.

Estes resultados sao significativos, uma vez que o uso de indutores comerciais,
como o IPTG, pode aumentar os custos industriais do processo. Assim, a substituicao
por indutores mais econémicos, como o cobre neste estudo, é vantajosa. O fato de a
Lac_CB10 exibir capacidade de degradagcao mesmo na auséncia de um indutor (20B),
embora nao tdo proeminente quanto na presenca de cobre (20D), demonstra que esta
enzima realmente possui potencial para degradacgao de lignina.

Os resultados de degradacdo superaram os relatados por Khan e
colaboradores (2024), onde uma enzima CotA-SL7 purificada de Bacillus altitudinis
alcangou 31,2% de degradacgao apds 20 h a pH 5,0. Isso sugere que a atividade
enzimatica pode ser ainda mais otimizada, especialmente quando a enzima é
purificada e utilizada em seu pH 6timo para atividade. Em contraste, a Lac_CB10 foi

utilizada dentro de células e no pH de crescimento celular, em vez do pH 6timo para
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atividade enzimatica, e mesmo assim exibiu alta eficacia de degradagao. Isso ressalta
a robustez da Lac_CB10 e seu potencial para degradacao eficiente de lignina em
condi¢cbes menos ideais.

Lac_CB10 é uma nova lacase bacteriana que se diferencia das outras lacases
relatadas, pois demonstrou alta capacidade de degradagdo de lignina sem a
necessidade de ABTS como mediador. Ao contrario da maioria das lacases
bacterianas relatadas, que requerem ABTS como mediador para exibir forte
capacidade de degradacédo da lignina (Hilgers et al., 2018; Singh et al., 2017),
Lac_CB10 destaca-se por sua eficiéncia autbnoma. Em suma, Lac_CB10 representa
um biomaterial de alto potencial, promissor para uso na degradacao da lignina para

aplicagdes industriais futuras.

4, Conclusao

No melhor do nosso conhecimento, Lac_CB10 representa uma significativa
descoberta das lacases amarelas, sendo a primeira descrita para o género
Chithitinophaga, apresentando caracteristicas termofilicas e alcalinas, que conotam
fortemente que se trata de uma enzima muito promissora para processos industriais,
que sao frequentemente realizados em ambientes de altas temperaturas e condigdes
extremas de pH. Seus notaveis niveis de atividade em condicbes extremas de pH
(10,5) e temperatura (80 °C e 90 °C) com substrato guaiacol a posicionam como uma
potencial candidata para processos industriais, particularmente em pré-tratamentos
enzimaticos para producao de etanol 2G.

Além disso, o estudo dessa enzima abre caminho para avancgos significativos
na prospecgao biotecnolégica, com potencial para aprimorar processos existentes e
fomentar o desenvolvimento de tecnologias mais sustentaveis e eficientes. Portanto,
a continuidade das pesquisas nesse campo nao so pode otimizar praticas industriais,
mas também desencadear inovacdes substanciais, expandindo o horizonte de

aplicagdes praticas e impulsionando o progresso na biotecnologia.
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CAPITULO 3 - Ensaios de expressdo heterdloga de uma mono-oxigenase litica de

polissacarideo (LPMO) potencialmente envolvida com a desconstrucdo de biomassa
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RESUMO - O crescente interesse nos processos mediados por enzimas tem
despertado a atencdo da comunidade cientifica, uma vez que elas oferecem
vantagens notaveis, incluindo a redugdo no tempo de processo e no custo efetivo,
devido a sua capacidade de operar em condigcbes mais brandas de temperatura e
pressao. Um grupo de enzimas que tem ganhado destaque no setor sucroalcooleiro
sdo as Mono-oxigenases Liticas de Polissacarideos (LPMOs), que desempenham um
papel fundamental na degradagao enzimatica da celulose, pois sado capazes de clivar
oxidativamente as ligagbes glicosidicas presentes nesse material, tornando o
substrato mais suscetivel a hidrolise pelas celulases. Este trabalho teve como objetivo
realizar a expressao heterdloga de trés novas LPMOs prospectadas de um
metagenoma de torta de filtro (sc_181539), de um metagenoma de um consorcio
degradador de biomassa (LPMO _cons) e do genoma de Bacillus thurigiensis
(LPMOBT). Os resultados negativos mostraram que a expressao desta enzima nao é

trivial, necessitando de mais estudos sobre o funcionamento dela.

Palavras-chave: expressao heterdloga, etanol 2G, metagenoma, biotecnologia

1. INTRODUCAO

A utilizagdo de microrganismos remonta a, pelo menos, 6000 a.C., quando

civilizagbes antigas empregavam esses microrganismos na produgao de bebidas



82

alcodlicas, como cerveja e vinho, bem como na panificagcéo e na fabricagao de queijos.
Atualmente, os microrganismos e suas diversas enzimas sao objeto de estudo em
diversos setores industriais, incluindo alimentos, quimica, medicina e energia. O
interesse por processos mediados por enzimas tem crescido significativamente, uma
vez que esses processos oferecem vantagens como redugao no tempo de producéo,
custo efetivo e caracteristicas ndo-toxicas e amigaveis ao meio ambiente.

As enzimas sao classificadas em seis classes com base em suas reacoes:
Oxirredutases (EC 1), responsaveis por reacdes de oxirreducdo; Transferases (EC 2),
que catalisam a transferéncia de grupos funcionais; Hidrolases (EC 3), envolvidas na
hidrolise de diversas reacgdes; Liases (EC 4), responsaveis pela clivagem de ligacoes
nao hidroliticas e oxidagdo; Isomerases (EC 5), que promovem reagdes de
isomerizagdo em uma unica molécula; e Ligases (EC 6), que catalisam a formacgao de

ligacdes covalentes (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/).

A biomassa lignocelulésica, composta principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina, é uma fonte altamente desejada para a produgédo de
biocombustiveis (Sannigrahi et al., 2010). No entanto, para a conversao eficiente
dessa biomassa em biocombustiveis, sdo necessarios pré-tratamentos, sendo os
processos enzimaticos preferidos devido as desvantagens dos métodos fisicos e
quimicos que requerem condigcdes extremas (Wang et al., 2018).

Dentre todas as enzimas utilizadas na industria, as hidroliticas sdo as mais
usadas comercialmente, porém todas as outras classes possuem suas
especificidades e importancia biotecnolégica. As oxirredutases, por exemplo,
catalisam reagdes de oxirredugao, envolvendo a transferéncia de elétrons para outras
espécies quimicas, reduzindo-as. As Mono-oxigenases Liticas de Polissacarideos
(LPMOs) séo exemplos de enzimas pertencentes a essa classe, com elevado
potencial oxidativo e relevancia na composigao de coquetéis enzimaticos devido a sua
alta capacidade sinérgica (Villares et al., 2017).

Naturalmente, as LPMOs sao encontradas em fungos e bactérias, sendo mais
abundantes em fungos saprdfitos, alguns dos quais podem conter mais de 30 genes
que codificam essas enzimas (Levasseur et al., 2013). Essas enzimas sé&o
classificadas no banco de dados CAZy em quatro familias: AA9, anteriormente

conhecidas como familia glicosil hidrolases 61 (GH61); AA10, anteriormente
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chamadas de familia de médulos de ligacao a carboidratos 33 (CBM33); AA11 e AA13
(Eijsink et al., 2019a; Hemsworth et al., 2014). As enzimas das familias AA9 e AA11
sdo predominantemente de origem fungica e atuam em diversos substratos, incluindo
celulose, oligossacarideos, hemicelulose, quitina e xilana. LPMOs da familia AA10 sdo
encontradas em todos os dominios, mas sao mais comuns em genomas bacterianos
e virais, onde inicialmente se acreditava que estavam ligadas a quitina sem fungao
catalitica, mas agora sabe-se que sao ativas em celulose e quitina. Enzimas
pertencentes a familia AA13 foram identificadas apenas em fungos e atuam em
derivados de amido (Vu et al., 2014; Forsberg et al., 2014).

As LPMOs sé&o consideradas altamente eficientes na degradacao enzimatica
da celulose, pois tém a capacidade de clivar oxidativamente as liga¢des glicosidicas,
tornando o substrato mais suscetivel a hidrélise pelas celulases (Villares et al., 2017),
desempenhando um papel fundamental na industria de etanol de segunda geracgao,
sendo componentes essenciais de coquetéis enzimaticos (Harris et al.,, 2014;
Johansen, 2016).

Considerando a alta aplicabilidade das LPMOs, este trabalho teve como
objetivo expressar, purificar e caracterizar uma nova LPMO prospectada de genomas

e metagenomas do banco de dados do LBMP.

2, MATERIAL E METODOS

2.1. Prospeccgao dos genes em banco de dados e analise das sequéncias

As sequéncias relacionadas as LPMOs foram identificadas através da
prospecc¢ao em diferentes fontes de metagenoma. Isso incluiu o metagenoma da torta
de filtro (Omori et al., 2019), um subproduto da fabricagdo de agucar, que é notavel
por ser rico em matéria organica, como lignocelulose, fosforo e outros nutrientes. Este
ambiente é favoravel para o crescimento de microrganismos capazes de sintetizar
carboidrases. Além disso, foram utilizadas sequéncias de um consorcio microbiano
(registrado no SisGen - Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado sob o numero A390589) obtido de uma pilha de
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bagaco de cana-de-agucar, caracterizada por uma alta taxa de degradacédo de
biomassa e cultivada exclusivamente em carboximetilcelulose como fonte de carbono
(Constancio et al., 2020). Também foram consideradas sequéncias do genoma de
Bacillus thuringiensis, todas acessiveis na base de dados do LBMP.

A prospecgéao das enzimas LPMOs foi realizada com base em genes ortélogos
e busca por HMM (“Hidden Markov Model”). Estas sequéncias foram entdo analisadas
em uma plataforma “online” chamada Pfam (Mistry et al., 2021), que permite a
visualizagdo de quantos dominios a sequéncia apresenta, se esses estdo ou n&o
completos, e ao grupo a qual pertence. Deste modo, foram selecionadas aquelas
sequéncias que possuiam dominios completos e pertenciam ao grupo das LPMOs.

O ultimo passo da triagem foi analisar o grau de similaridade compartilhado
entre a sequéncia selecionada com enzimas ja caracterizadas na base de dados
americana do “National Center for Biotechnology Information” NCBI (colecdo “Non-
redundant UniProtKB/SwissProt sequences”), utilizando a ferramenta BLAST (“Basic
Local Alignment Search Tool”) bem como a sua similaridade com banco de patentes
desta mesma base de dados (colegcéo “Patented protein sequences (pataa)).

As caracteristicas gerais das LPMOs selecionadas, como massa molecular,
ponto isoelétrico, quantidade de aminoacidos e outras informacdes, foram analisadas
pela ferramenta ExPASy-ProtParam (Gasteiger et al., 2005). A presenca de peptideo
sinal também foi analisada através da ferramenta SignalP (Nielsen, 2017) e foi
utilizada a plataforma “online” TMHMM Server v. 2.0 (Krogh et al., 2001) para
investigar se a sequéncia selecionada codificava uma proteina com regides

transmembrana.

2.2. Clonagem dos genes codificadores de LPMO

Uma vez identificadas as ORFs codificadoras de LPMO nos bancos de dados,
prosseguiu-se a clonagem. A ORF sc1815_39 oriunda da prospecc¢ao do metagenoma

de torta de filtro foi sintetizada artificialmente pela empresa GenOne
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(http://www.genone.com.br), em vetor pET-24(+) (Figura 1). Este vetor possui uma tag

de histidina na regidao C-terminal e locais de restricdo para as enzimas BamHI e
Hindlll. Ficar atento a posi¢gado da cauda de histidina € importante pois nas LPMOs o
grupo N-terminal e a cadeia lateral de histidina fazem parte do sitio ativo da enzima,
portanto, uma cauda de purificagdo na regido N-terminal, como é mais comumente
usada, deixaria a enzima inativa. Segundo a literatura, tags na regido C-terminal foram
utilizadas com sucesso, recuperando enzimas purificadas e ativas (Eijsink et al.,
2019).

Notl

Eagl (166)
Hindlii {(173)
Sall (179)
Sacl (190)
EcoRl (192)
BamHI (188)

Becli (1004)
lacl
Nrul (3950) Apal (1201)

5236 bp

EcoRV (1440)
Hpal (1408)

Figura 1. Mapa do vetor de clonagem e expressao pET-24a.

A ORF prospectada do consércio degradador de biomassa (LPMO_cons) foi
clonada em vetor pET28a+ e amplificada utilizando os primers F16 (5 -
TATAgaattcGGGTCCGTCACC - 3’) e R7 (5- GCGCGGCGTCATGAaagctt - 3’), com
sitios de restricao para as enzimas EcoRI e Hindlll respectivamente. Ja a ORF oriunda
do genoma de B. thuringiensis (LPMO_BT) também foi clonada em vetor pET28a+, e
amplificada utilizando os primers F3 (5 — ggatccCATGGATATGTAGAATCACC -3’) e
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R2 (5'- ctcgagTTAAAATAGTGTAGGAGCTTGC - 3’), com sitios de restricao para as
enzimas BamHI e Xhol, respectivamente e no vetor PHTO08, utilizando os primers F2
(5’-GCggatccCATGGATATGTAGAATCACC-3’) e R5 (5-
AGCATgacgtcTTAAAATAGTGTAGGAGCTTG - 3’), com sitios para as enzimas
BamHI e Aatll, respectivamente.

Para todas as construgdes os primers foram desenhados manualmente e sua
qualidade foi avaliada por meio da ferramenta online PCR Primer Stats ("Sequence

Manipulation Suits," www.bioinformatics.org), com objetivo de verificar a porcentagem

de conteudo GC, a temperatura de anelamento e a formacdo de estruturas
secundarias.

Os parametros de ciclagem das PCRs utilizados para amplificar os trés genes
foram uma desnaturagéo inicial a 95 °C por 2 min, seguida por 30 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 45 segundos, pareamento dos primers a 65, 62 e 50 °C
(respectivamente para cada gene) por 45 segundos, extensdao do gene pela DNA
polimerase a 72 °C por 1 min e, por fim, uma extensdo de 10 min a 72 °C. Os

componentes utilizados na reacao estdo detalhados na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes utilizados na reagdo de PCR para amplificagdo do gene
codificador da LPMO.

Componentes Volume
Taq DNA polimerase Platinum™ 5U/ul — Sigma - Aldrich 0,5uL

Primer F (25,0 pmol) (Sigma) 2,0 uL
Primer R (25,0 pmol) (Sigma) 2,0 uL
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Buffer 10x 5,0 uL
DNTP (10 mM) 0,5 pL
MgClz (25 mM) 1,5 uL
DNA total (100 ng/uL) 0,5 uL
Agua ultrapura (q.s.p) 76,0 pL
Volume Final 50 pL

Os produtos da PCR foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1% (p/v), contendo brometo de etidio a uma concentragdo de 0,5 mg/uL.
As imagens do gel foram documentadas por meio do Gel Doc 100, utilizando o
software Image Lab version 6.0.1 (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, Estados Unidos da
América).

Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando o "Kit Zymoclean Gel
DNA Recovery" (Zymo Research)”, seguindo as recomendacdes do fabricante, e
quantificados por meio do aparelho NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific) e posteriormente digeridos com as enzimas de restricdo do vetor especifica
para cada construcéo.

Em seguida os vetores foram submetidos a uma reagéo de restricdo com as
enzimas especificas para cada construcdo e desfosforilacdo com a FastAP
“Thermosensitive Alkaline Phosphatase” (Thermo Fisher Scientific) e foram
purificados utilizando o Kit “Zymoclean Gel DNA Recovery" (Zymo Research),
seguindo para as reag¢des de ligacdo com a enzima DNA ligase T4 (Thermo Fisher
Scientific) a 16 °C durante 16 h.

2.3. Transformagao em células competentes com as construgoes obtidas

A transformacgao por choque térmico foi realizada utilizando 50 yL de célula
competente e 10 uL da ligagéo, que foram incubadas por 10 min no gelo, seguida por
uma incubacgéo a 42 °C por 90 segundos e novamente mantida em gelo por 2 min.

Apods o término da reacao por choque térmico, foram adicionados 970 uL de meio
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Luria Bertani (LB) (10 g/L de Triptona; 5 g/L de Extrato de Levedura; 10 g/L de NaCl)
e mantidas sob agitagao orbital de 200 rpm a 37 °C por 1 h e 30 min, a fim de propiciar
o desenvolvimento das células transformadas. Apos o término da incubagao, foram
aplicados 100 pL da cultura em placa de petri contendo meio LB sodlido com
canamicina (50 ug/mL-"), e incubados novamente em B.O.D a 37 °C por 16 h.

Apods as 16 h, metade de cada colbnia isolada foi coletada com palito de dente
estéril e submetidas a PCR de colbénia para confirmagé&o da clonagem. Para tal, os
clones coletados foram depositados em microtubos contendo 15 pL de tampéo de lise
celular (KCI 50 mM, Tween 20 0,1% (v/v) e Tris-HCI 10 mM, pH 8,3) e submetidos a
uma temperatura de 100 °C por 5 min, seguido de centrifugagcao a 13.000 x g por 10
min e coletado 2 pL do sobrenadante para a reagcao de PCR, a mesma descrita
anteriormente e visualizados em gel de agarose 1% (p/v).

Apods a confirmagao da clonagem, a outra metade das colbnias isoladas dos
clones positivos foram inoculados em meio LB liquido contendo canamicina (50 ug/ml)
e incubados a 37 °C por 16 h. Apds a incubacao, aliquotas contendo 800 yL da cultura
foram estocadas em microtubos com glicerol (20% v/v), submetidas a congelamento

rapido por nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

2.4. Ensaios de expressao e extragao da proteina recombinante

Para realizar os ensaios de expressao, um clone positivo de cada construgao
foi retirado do estoque em glicerol e estriado em meio LB sdlido suplementado com o
antibidtico especifico para cada vetor e as placas incubadas a 37 °C por 16 h. Apds a
incubagéo, uma coldnia isolada foi inoculada em 50 mL de meio LB liquido contendo
antibidtico e submetido a agitacdo a 200 rpm por 16 h a 37 °C para preparo do pré-
in6éculo, cujo 1% do volume foi inoculado em meio LB liquido, que permaneceu sob
agitacdo a 200 rpm e 37 °C até atingir D.O.s00 entre 0,4 e 0,6. Apds atingir a fase
logaritmica de crescimento, foram testadas diferentes concentragbes de isopropil-3-
D-tiogalactopiranosideo (IPTG) (0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM) para indugao da expressao,
e foram deixadas sob agitacado por 6 ha 25 °C, 30 °C e 37 °C a 200 rpm, com aliquotas
sendo coletadas a cada duas h e uma como controle, antes do IPTG ser adicionado.

As cepas de E.coli utilizadas foram Lemo21 (DE3) (expressa com 0, 250, 500 e 1000
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MM de ramnose) (NEB, Ipswich, Massachusetts, EUA); C43 (DE3), WK6, BL21 (DE3)
plysS e BL21(DE3).

ApoOs os ensaios de expressao serem analisados e a melhor condicdo ser
determinada para expressao em maior escala, o tempo final da cultura foi centrifugado
a 1700 x g por 30 min a 4 °C e o “pellet” armazenado a -20 °C.

As culturas contendo as construgdes foram centrifugadas a 6400 x g (Sorvall
RC5C; Kendro Lab Products, Ashville, NC, USA), 4 °C por 30 min, e o “pellet’ foi
ressuspendido em tamp&o de extracdo 1 (Tabela 2) juntamente com 2 mg de lisozima
e incubado por 1 h sem agitagdo e em banho de gelo. Apds o tempo de incubacgao, a
célula ressuspendida foi submetida a sonicagéo por 10 min com pausas de 20 em 20
segundos. A seguir, a amostra foi centrifugada a 12000 x g por 20 min a 4° C. O
sobrenadante foi coletado e chamado de 1° extrato e o “pellet” foi ressuspendido
novamente em 5 mL do tampao de extragdo e novamente sonicado. A amostra
sonicada foi centrifugada nas mesmas condicbes citadas anteriormente e o
sobrenadante foi coletado (2° extrato) e o “pellet” mais uma vez ressuspendido com
tampao de extracdo, com Triton x-100 (0,25% v/v), sonicado e centrifugado, nas
mesmas condi¢gdes anteriores, sendo o sobrenadante coletado e chamado de 3°
extrato e o “pellet” final ressuspendido em tamp&o de extracao.

Apos a extragdo, os extratos soluveis foram incubados por 1 h a 4 °C sob
agitagdo com 3,5 ml de Ni?*—Resina NTA (Qiagen, Hilden, Alemanha), previamente
equilibrada com o mesmo tampao utilizado na etapa de extragcado enzimatica. Apos a
incubacdo, a amostra composta pela resina e extrato ligado foi submetida a um
gradiente de imidazol de 20 mM a 1 M. A proteina de interesse foi eluida usando o

mesmo tampao de extragcao contendo imidazol 500 mM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise das sequéncias

A analise in silico desempenha um papel fundamental na busca por novas

enzimas, permitindo-nos adquirir informagdes sobre o comportamento dessas
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moléculas em experimentos de laboratorio, o que otimiza analises posteriores. Para
confirmar a homologia das LPMOs prospectadas, as sequéncias de proteinas foram
submetidas a uma analise de dominios conservados para identificar dominios
referentes a familia das LPMOs. Como é possivel observar na Figura 2, as trés LPMOs
apresentaram dominios pertencentes a familia AA10 (Atividades Auxiliares), que séo
capazes de degradar tanto a celulose quanto a quitina, desempenhando um papel
muito importante na conversédo da biomassa (Forsberg et al., 2011; Aachmann et al.,
2012). Em adicdo, as sequéncias das ORFs sc_151839 e LPMOQO_cons possuem um
modulo de ligagao a carboidratos (CBM 2), que séo pequenos dominios proteicos nao
cataliticos que fazem parte de enzimas modulares, em particular enzimas ativas em
carboidratos (CAZymes) (Guillén et al., 2010).

sc_181539

Start 259 ‘

Start 33
End 355

| End224

LPMO_cons

Start 35 Start 269 |
End 220 End 356

LPMOBT

|

Start 35

End 198
Figura 2. Esquema dos dominios da familia LPMO 10, demonstrando em qual posigao
de aminoacido o dominio comeca (“start”) e termina (“end”).

As LPMOs, assim como outras CAZymes, podem ser encontrados como

enzimas simples ou com varias partes funcionais (modulares). E importante notar que
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em enzimas multimodulares desse tipo, 0 dominio LPMO sempre esta localizado na
extremidade N-terminal, pois a presengca de histidina nessa extremidade é
fundamental para a ligagdo com o cobre, o que é essencial para sua atividade. No
caso de LPMOs fungicas da familia AA9, pequenos dominios CBM1, responsaveis
pela ligacao a celulose (Mistry et al., 2021), sdo frequentemente encontrados ligados
ao dominio catalitico. Por outro lado, ao examinar LPMOs bacterianas da familia
AA10, que atuam em substratos quitinosos e/ou celuldsicos, observa-se maior
diversidade em relacdo aos CBMs associados, geralmente incluindo CBMs das
familias 2, 3, 5, 10, 12 e 73 (Forsberg e Courtade, 2023; Mistry et al., 2021).

As sequéncias de aminoacidos das ORFs sc_181539, LPMO_cons e LPMOBT
foram submetidas a uma analise de similaridade usando a ferramenta BLASTp do
NCBI em relagc&o ao banco de proteinas ndo redundantes (nr).

Os resultados revelaram que essas sequéncias compartilham significativas
semelhangas com outras proteinas. A ORF sc_181539 apresentou 95% de cobertura
e 77% de identidade e com uma LPMO de Actinomadura madurae, que possui um
dominio de quitina (niumero de acesso WP_024934925.1). Além disso, LPMO_cons
mostrou 97% de cobertura e 62% de identidade e com uma LPMO de Cellulomonas
sp. (numero de acesso WP_094179903.1) e LPMOBT 100% de cobertura e identidade
com uma LPMO de Bacillus sp. (numero de acesso WP_00742281.1).

Para uma avaliacdo mais ampla, também foram realizadas analises de
similaridade com proteinas patenteadas usando a ferramenta BLASTp do NCBI. A
LPMO sc_181539 apresentou 90% de cobertura e 60% de identidade com a patente
US_ 7630836, que descreve uma LPMO degradadora de celulose (numero de acesso
ADCO08293.1). A LPMO_cons, por sua vez, obteve 92% de cobertura e 55% de
identidade com a patente US_9758802 (numero de acesso AVA80589.1), enquanto
LPMOBT apresentou 79% de cobertura e 62% de identidade contra a patente
US_8377650 (numero de acesso AGM72379.1). A andlise de patentes € importante,
pois permite verificar se as sequéncias escolhidas sdo semelhantes a sequéncias ja
patenteadas, o que poderia indicar a necessidade de reconsiderar a escolha, evitando
duplicacao de esforgos.

Adicionalmente, foram feitas analises na base de dados Swissprot/Uniprot,

conhecida por sua acuracidade. Nesse contexto, observamos uma cobertura de 96%



92

e 49% de identidade com uma LPMO de Streptomyces ambofaciens, uma enzima
degradadora de celulose (numero de acesso ASKKC4.1) para sc_181539. Além disso,
houve 95% de cobertura e 31% de identidade com outra LPMO degradadora de
celulose (numero de acesso A3KKC4.1) para a LPMO_cons e 82% de cobertura e
55% de identidade com uma proteina de ligagdo (numero de acesso Q8EHY2.2) para
a LPMOBT.

Essas analises fornecem informacgdes essenciais sobre as semelhancgas das
sequéncias com proteinas conhecidas e mostram que sao LPMOs nao caracterizadas,
ajudando a orientar o processo de selegao e estudo das enzimas em questao.

As analises feitas através de ferramentas de bioinformatica, desde a analise de
identidade com os bancos de dados disponiveis até modelagem tridimensional da
proteina sdo de extrema importancia para uma caracterizagcao confiavel da potencial
nova enzima aqui estudada. Sendo assim, além dos dados obtidos acima, as
informacgdes gerais LPMOs, como massa molecular, pl (ponto isoelétrico) e outras,
também foram exploradas (Tabela 2). Essas informagdes foram importantes para os
passos seguintes de expressao, extragao e purificagdo, bem como para identificagéo

da banda de interesse durante a visualizagdo em gel de poliacrilamida.

Tabela 2. Caracteristicas gerais das proteinas sc_181539, LPMO_cons e LPMOBT,
pelo “Protparam” (http://web.expasy.org/protparam/).

sc_181539 LPMO_cons LPMOBT
Aminoacidos 356 322 187
Massa
molecular 37 33 20
(KDa)
Ponto
5.21 5.07 7.94

Isoelétrico (pl)

As analises pelo SignalP mostraram que as trés sequéncias possuiam peptideo

sinal na regidao N-terminal (Figura 3). Esta regido foi excluida ao proceder com o
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desenho dos primers e sintese do gene, uma vez que estes aminoacidos possuem
carater hidrofébico e um sitio de clivagem que pode ser reconhecido pelo hospedeiro,
caracteristicas que podem dificultar a solubilizacdo da enzima e levar a perda da

cauda de histidina, necessaria para a purificacédo (Nielsen, 2017).

A sc_181539

B LPMO_cons

SSS555555S55S555555SS5555S558SSSSSCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

C LPMOBT

Figura 3. Deteccao de peptideo sinal nas sequéncias de sc_181539, LPMO_cons e
LPMOBT, onde a presenca de peptideo sinal € encontrada na regido N-terminar,
demonstrada pelo pico em vermelho Programa signalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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O resultado no TMHMM Server v. 2.0 mostrou que as trés proteinas apresentam
uma por¢ao N-terminal transmembrana (Figura 4), no entanto essa porgao de
aminoacidos também é referente ao peptideo sinal, que foi clivado, portando nao é
uma proteina de membrana, uma informacgao importante para saber quais protocolos
de extragao utilizar, visto que proteinas de membrana sao mais dificeis de obter em
sua forma soluvel e nativa, pois esta fortemente ligada a membrana e possuem carater
hidrofobico, sendo necessario para sua extracdo o uso de agentes desnaturantes,

como por exemplo, ureia e guanidina, e uso de surfactantes (Jamshad et al., 2015).

A sc_181539 B LPMO_cons

sc1815_39
5c1815_39

TMHMM posterior probabilities for s¢1815_39

12

probability
probability

50 100 150 200 250 300 350

transmembrane —— inside outside

C LPMOBT

1 on
2 29
3 221

TMHMM posterior probabilities for PROKKA_02471

probability
o
o

50 100 150 200

transmembrane —— inside outside

Figura 4. Analise pela plataforma “online” TMHMM Server v. 2.0 das sequéncias
sc_181539, LPMO _cons e LPMOBT, demonstrando uma porgao transmembrana na
regiao N-terminal nas trés sequéncias.

3.2. Amplificagado e clonagem das ORFs
As sequéncias das ORFs oriundas do metagenoma do consorcio degradador

de biomassa (LPMO_cons) e do genoma de B. thurigiensis (LPMOBT) foram

amplificadas com seus primers especificos para posterior realizacdo da clonagem e
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expressao das proteinas. A amplificagao dos genes produziu fragmentos de DNA com
tamanhos que coincidiam com o tamanho esperado em pares de bases para cada

uma das sequéncias codificadoras de proteinas (ORFs) (Figura 5).

A B LPMOBT C LPMOBT
LPMO; Eons PHTO8 pET28a
M 1 2 M 1 2
1500 — = -
1000 — | wimm S_— —( ”
1500— &

500 — w—

500 — ~~( 500 — - -- (

250 — -

Figura 5. Eletroferograma dos fragmentos de interesse a partir do DNA gendmico e
metagendmico. A: Amplificacdo do gene LPMO_cons a partir do DNA metagenémico
do consoércio degradador de biomassa. B: Amplificagdo do gene LPMOBT a partir do
DNA genbémico de B. thurigiensis no vetor PHT08. C: Amplificacdo do gene LPMOBT
a partir do DNA gendmico de B. thurigiensis no vetor pET28a.

Uma vez obtidos os fragmentos, estes foram clivados com as enzimas de
restricdo correspondentes a cada vetor, e os produtos de clivagem (insertos) foram
utilizados para a ligacdo em seus respectivos vetores e posteriormente foram
transformados em células competentes de E. coli BL21 (DE3) e C43, onde as colbnias
foram analisadas por PCR utilizando os respectivos primers de cada construgdo. A
partir da analise em gel de agarose foi possivel verificar quais clones foram
amplificados, indicando a presenga do inserto (Figura 6). Para a construgao pET28-
LPMO_cons em BL21 (DE3), sete clones, dos dez coletados, foram positivos, sendo
os clones 1, 2, 3, 6,7, 8 e 10. Para a construgao pET28a-LPMOBT, em C43, apenas
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duas col6nias foram coletadas, sendo uma positiva, enquanto para a construgao
PHTO08-LPMOBT, em BL21(DE3), os nove clones coletados foram positivos.

A B LPMOBT

pET28a
LPMO_cons

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

750 —
500 —

250 —

1500 —
1000 —

500 —

C LPMOBT
PHTO08

Figura 6. Eletroferograma da amplificacdo dos clones por PCR de colbénia para
confirmacgéao da clonagem.

A empresa GenOne sintetizou a LPMO prospectada a partir do metagenoma
da torta de filtro, uma vez que a extragdo do DNA metagendmico n&o era viavel, sendo
entregue o gene ligado ao vetor pET24a, e a construgdo denominada pET24a-
sc151839.
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3.3. Expressao e purificagao enzimatica

A construgdao pET24a-sc_151839 transformada em E.coli BL21(DE3) foi
inicialmente submetida a expressdo com 0,1 MM e 1 mMde IPTGa 30°Ce 37 °Ce
com 0,5 mM de IPTG a 37 °C por 24 h em meio LB, onde foram coletadas aliquotas
de duas em duas h pelas primeiras seis h e uma aliquota final em 24 h, bem como um
controle antes da adicao de IPTG (TO). A proteina ndo teve uma expressao

significativa em nenhuma das condic¢des (Figura 7).

A 0 T2 B =« T4 T6
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37 '81 fao °G M 37°C|! (37°C 37°C| (37 "Cl 30°C 37°C| [30°C 37°C| (37 "Ct
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37 kDa—

T6 T24

C Tmm { 01mM  05mM  1mm \
M 'f30°c 37°¢) [30°C 37°C| [37°¢| foc a7°cl
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Figura 7. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 12%) revelando a expressao da
construcdo pET24a-sc_151839 em E. coli BL21(DE3) a 30 e 37 °C com diferentes
concentragbes de IPTG (0,1; 0,5 e 1 mM). (M) - Marcador de tamanho molecular
(Precision Plus Protein Unstained BioRad); (TO) - Extrato celular sem indugéo; (T2) -
Extrato celular com duas h de indugao; (T4) - Extrato celular com quatro h de inducgéo;
(T6) - Extrato celular com seis h de indugao; (T24) - Extrato celular com 24 h de
indugao.

Posteriormente, o plasmideo recombinante foi expresso a 25 °C com 0,1 mM;

0,5 mM e 1 mM de IPTG e na linhagem de E.coli BL21 (DE3) plysS, porém ambos
sem sucesso (dados ndo mostrados). Com o objetivo de testar a expressdo da LPMO
sc_181539, ela foi transformada em células competentes de E. coli C43 e Arctic, e
expressas a 30 °C com 1 mM de IPTG por quatro horas (Figura 8), e foi possivel
observar expressdo da enzima nas duas células em duas e quatro horas. Sendo
assim, a LPMO sc_181539 transformada em C43 foi cultivada em maior volume,

expressa nas mesmas condigdes e por seis horas.

C43 Artic
\ )
M ( TO T2 T4 \ { TO T2 T4 \

50kDa — ————
e - -
37 kDa — - -' ll i e — (

o S B — A S
Figura 8. DS-PAGE (gel de poliacrilamida a 12%) revelando a expressao da

construgdo pET24a-sc_151839 em E.coli C43 (DE3) e Artic. (M) - Marcador de
tamanho molecular (Precision Plus Protein Unstained BioRad); (TO) Extrato celular
sem inducao; (T2) Extrato celular com duas h de indugéo; (T4) Extrato celular com
quatro h de indugéo.

As células foram submetidas a extragéo na tentativa de se obter a proteina em
sua fragao soluvel, bem como a purificagdo de afinidade com metal com diferentes

concentragbes de imidazol. Porém, como pode ser observado na figura 9, a
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purificacdo nao foi eficiente, uma vez que é possivel observar, em 200 mM, uma banda

fraca e acima do tamanho da enzima de 37 KDa.

A B

M T0 T6 1°ext 2°ext 3°ext Pellet M FT 20 50 100 200 500 1

1 =
ot
50 kDa— 50 kDa — Sl —
- S 37 kDa— )g =
e
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Figura 9. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 12%) revelando a extragcéo (A) e
purificagédo (B) da construgdo pET24a-sc_151839 em E.coli BL21 C43. (M) - Marcador
de tamanho molecular (Precision Plus Protein Unstained BioRad); (TO) - Extrato
celular sem inducgao; (T6) - Extrato celular com seis h de indugéo; (1° ext) - 1° extrato
da extracao; (2° ext) - 2° extrato da extragao; (3° ext) - 3° extrato da extracao; (FT) -
Proteinas ndo ligadas na coluna de Ni-NTA — “Flow Through”; (20 a 1) - Proteinas
eluidas nas diferentes concentragdes de imidazol, com 20 mM até 1 M.

Apoés as tentativas iniciais de expressao utilizando a LPMO prospectada do
metagenoma da torta de filtro, realizou-se uma prospeccao adicional de LPMOs no
metagenoma de um consoércio degradador de biomassa. Inicialmente, essa busca
visou identificar semelhangas com LPMOs ja conhecidas, resultando na identificacao
de 42 ORFs candidatas a codificacdo da enzima de interesse. Em seguida, as ORFs
foram submetidas a uma triagem com base na presencga de dominios de LPMO e em
comparagdes com bancos de dados, o que culminou na identificacdo de seis
sequéncias que codificam a referida enzima. Dentre as seis as sequéncias, foi
escolhida uma para a clonagem e os ensaios de expressdo. Esta construcéo,
chamada pET28a-LPMO _cons, foi transformada em células competentes de E.coli
BL21(DE3), C43 e WK6 e submetida a expressdao com 1 mM de IPTG a 37 °C
overnight e nao teve nenhuma expressao significativa.

A LPMOBT, prospectada do genoma da bactéria Bacillus Thurigiensis foi
clonada nos vetores pET28a+ (pET28a-LPMOBT) e PHT08 (PHTO08-LPMOBT). A
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primeira foi transformada em células competentes de E.coli BL21(DE3) e C43,
enquanto a segunda somente em BL21(DE3) e submetidas a ensaios de expressao.
Primeiramente, a construgdo pET28a-LPMOBT em C43 foi expressa a 37 °C com 0,1
mM e 1 mM de IPTG por seis horas e em BL21(DE3) também a 37 °C e 1 mM de

IPTG. Como é possivel visualizar na figura 10, ndo houve expressdo em nenhuma

das células.
A Ca3 B BL21(DE3)
0,1 mM 1mM
)\ \
M T0 (T2 T4 716! (T2 T4 TE ! M To T2 T4 T6
e
= “
B
25 kDa — 4 o
25 kDa —
20 kDa — ’ 4 20 kDa — 4

Figura 10. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 12%) revelando a expressdo da
construcéo pET28a-LPMOBT em E.coli BL21 C43 e BL21 (DE3). (M) - Marcador de
tamanho molecular (Precision Plus Protein Unstained BioRad); (TO) Extrato celular
sem inducgao; (T2) Extrato celular com duas h de inducéao; (T4) Extrato celular com
quatro h de indugéo; (T6) Extrato celular com seis h de indugao.

A construcdo PHTO08-LPMOBT foi expressa a 37 °C, com 1 mM de IPTG por
seis horas e coletadas aliquotas de duas em duas horas, bem como um controle antes
da adicédo de IPTG. Na figura 11 é possivel observar expressao da enzima a partir de
duas horas, sendo que o ultimo tempo coletado foi o0 que mais apresentou maior nivel
de expressdo. Sendo assim, o clone foi entdo cultivado em maior volume para
obtencdo da enzima em sua fragao soluvel, porém ela ficou retida nos corpos de

inclusdo (dados n&o mostrados).
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Y] -

25kDa—
20 kDa —

Figura 11. SDS-PAGE (gel de poliacrilamida a 12%) revelando a expressdo da
construgdo PHTO08-LPMOBT em E.coli BL21(DE3). (M) - Marcador de tamanho
molecular (Precision Plus Protein Unstained BioRad); (TO) Extrato celular sem
inducgao; (T2) Extrato celular com duas h de inducéo; (T4) Extrato celular com quatro
h de inducao; (T6) Extrato celular com seis h de inducgéao.

Apesar das inumeras tentativas de expressdo das LPMOs prospectadas em
diferentes concentragdes de IPTG, temperatura e cepas de células competentes nao
foi obtido éxito nos ensaios, porém outras tentativas de expressdo e extragao
especificas para LPMOs sao validos, uma vez que esta enzima apresenta muitas

particularidades para sua obtencao.
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