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RESUMO

Lacases de origem marinha podem oxidar diferentes compostos fendlicos e aminicos, além de
apresentar boa termoestabilidade e tolerancia a sais. A expressdo heterdloga de lacases pode ser
uma estratégia vantajosa para obter essas enzimas em larga escala, facilitando os processos de
purificacdo, minimizando custos e otimizando o tempo de producdo. Diferentes varidveis
moleculares e metabolicas podem interferir na expressdo heterdloga de lacases. Portanto, ¢
necessario utilizar sistemas de expressao que possibilitem a andlise dessas varidveis em menos
tempo e com mais eficiéncia. No presente estudo, a lacase codificada pelo gene Pnh_Lacl (Lacl)
do fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063 foi selecionada para expressao em Pichia pastoris
utilizando o sistema Pichia Toolkit. Promotores constitutivos (n=5) ¢ indutivos (n=3) foram
avaliados em associacdo com diferentes peptideos sinal (n=21) quanto a sua eficiéncia na producao
da Lacl. A influéncia da his-tag na produgdo da Lacl também foi avaliada. Apos a selecdo da
variante com melhor constru¢do molecular, diferentes condi¢des de cultivo foram testadas, visando
selecionar as melhores condi¢des para expressao da enzima heterdloga. Posteriormente, a Lacl foi
purificada e caracterizada. Os promotores pGAP e pAOXI apresentaram o melhor desempenho
nas bibliotecas constitutivas e indutivas, respectivamente. A associa¢do com o sinal peptidico o-
amilase-oMFA foi mais eficiente para ambos os promotores. A expressdo constitutiva da Lacl
teve uma produgdo 1,37 vezes maior que a expressdo induzida por pAOXI1. A variante 117 foi
selecionada para otimizagdo das condigdes de cultivo. Temperatura (18 °C) e pH (6) foram as
variaveis que mais influenciaram a expressao heterdloga de Lacl. A lacase heterdloga apresentou
tamanho aproximado de 72 kDa com alta afinidade para siringaldazina e ABTS, atividade 6tima a
60 °C e pH 3 com boa termoestabilidade (Tso'" = 56 °C). Lacl foi inibida por seus inibidores
convencionais, mas apresentou grande tolerancia a ions metalicos. Apesar de sua origem marinha,
Lacl ndo apresentou alta tolerdncia ao NaCl. Sob baixa concentra¢do enzimatica, condigdes nao
Otimas e na presenga de mediadores, a Lacl foi capaz de descolorir corantes sintéticos de diferentes
classes, com excelente desempenho na descoloragdo do corante indigo carmim (93% ap6s 2h de
incubacdo). Experimentos em Erlenmeyer com o corante preto reativo 5 demonstraram a
habilidade da enzima em descolorir 62% do corante apds 36h de incubagdo, na presenca do
mediador siringaldeido. Analises de metabolitos em GC-MS revelaram a habilidade do LMS na
degradagdo do corante toxico em moléculas menores e menos recalcitrantes. Contudo, andlises de
toxicidade revelaram que a degradacdo do corante preto reativo 5 pela Lacl na presenca de
siringaldeido, pode resultar em compostos com toxicidade ainda elevada. Até o momento, este ¢ o
primeiro caso da utilizagdo de um Toolkit para a expressao heteréloga de uma lacase em P.
pastoris. Os resultados obtidos neste estudo contribuem para o desenvolvimento da biotecnologia
marinha mostrando o potencial da Lacl para aplicagdo biotecnologica em processos de
descoloragdo/degradagdo de corantes sintéticos em diferentes temperaturas, bem como na presenga
de ions metalicos e solventes.

Palavras-chave: Biotecnologia microbiana, enzimas microbianas, biodegradagao.



ABSTRACT

Marine-derived laccases can oxidize different phenolic and amine compounds, in addition to
showing good thermostability and salt tolerance. The heterologous expression of laccases can be
an advantageous strategy to obtain these enzymes on a large scale, increasing the time of
purification processes, minimizing the cost, and optimizing downstream processing. Different
molecular and metabolic variables can interfere with the heterologous expression of laccases.
Therefore, it is necessary to use expression systems that allow the analysis of these variables in
less time and more efficiently. In the present study, the laccase encoded by the Pnh Lacl (Lacl)
gene from the marine fungus Peniophora sp. CBMAI 1063 was selected for expression in Pichia
pastoris using the Pichia Toolkit system. Constitutive (n=5) and inducible (n=3) promoters were
evaluated in association with different signal peptides (n=21) for their efficiency in producing
Lacl. The influence of his-tag on Lacl production was also evaluated. After the selection of the
variant with the best molecular construction, different culture conditions were tested, aiming to
select the best conditions for the expression of the heterologous enzyme. Subsequently, Lacl was
purified and characterized. The pGAP and pAOX1 promoters showed the best performance in
constitutive and inducible libraries, respectively. The association with the a-amylase-aMFA signal
peptide was more efficient for both promoters. The constitutive expression of Lacl had a
production 1.37 times greater than the expression induced by pAOX1. Variant 117 was selected
to optimize the culture conditions. Temperature (18 °C) and pH (6) were the variables that most
influenced the heterologous expression of Lacl. The heterologous laccase had an approximate size
of 72 kDa with high affinity for syringaldazine and ABTS, optimal activity at 60 °C and pH 3 with
good thermostability (Tso'" = 56 °C). Lacl was inhibited by its conventional inhibitors but showed
great tolerance to metal ions. Despite its marine origin, Lacl did not show high tolerance to NaCl.
Under low enzyme concentration, non-optimal conditions, and in the presence of mediators, Lacl
was able to decolorize synthetic dyes of different classes, with excellent performance in
decolorizing the indigo carmine dye (93% after 2h of incubation). Experiments in Erlenmeyer
flasks with the reactive black 5 dye demonstrated the enzyme's ability to decolorize 62% of the
dye after 36h of incubation, in the presence of syringaldehyde. Analysis of metabolites using GC-
MS revealed the ability of the LMS to degrade the toxic dye into smaller and less recalcitrant
molecules. However, toxicity analyses revealed that the degradation of the reactive black 5 by
Lacl in the presence of syringaldehyde, can result in compounds with still high toxicity. To date,
this is the first time that a Toolkit is been used for the heterologous expression of laccase in P.
pastoris. The results obtained in this study contribute to the development of marine biotechnology
showing the potential of Lacl for biotechnological application in the decolorization/degradation
processes of synthetic dyes at different temperatures, as well as in the presence of metal ions and
solvents.

Keywords: Microbial biotechnology, microbial enzymes, biodegradation.
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1. INTRODUCAO GERAL

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas multicobre-oxidases capazes de oxidar centenas de
compostos fendlicos e ndo fenodlicos. Devido a versatilidade, essas enzimas possuem potencial de
aplicagdo em diferentes setores industriais e ambientais, e vém sendo continuamente exploradas
pelo campo da ciéncia que busca alternativas mais sustentaveis e menos prejudicais ao ambiente,
quando comparado ao uso de reagentes quimicos, muitas vezes derivados de recursos ndo
renovaveis.

A busca por novos recursos genéticos impulsionou a prospec¢ao de micro-organismos
derivados do ambiente marinho. Baseado na hipotese de que as enzimas produzidas por tais micro-
organismos possuem propriedades para aplicacdo biotecnoldgica distintas das produzidas pelos
micro-organismos terrestres (e.g.: resisténcia a condi¢des salinas), o fungo de origem marinha
Peniophora sp. CBMAI 1063, isolado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, vem sendo
explorado quanto a sua aplicagdo em diferentes processos, incluindo a produgdo de enzimas
ligninoliticas e a descoloragdo, degradagdo e destoxificacdo de poluentes ambientais como o0s
hidrocarbonetos derivados do petrdleo e os corantes téxteis.

Considerado como um excelente produtor de lacases, o basidiomiceto Peniophora sp.
CBMAI 1063 apresenta uma familia multigénica de lacases, capaz de produzir diferentes
proteoformas da enzima. A proteoforma Lacl, codificada pelo gene Pnh Lacl, ¢ a lacase mais
secretada pelo fungo marinho em meio de cultivo salino, fazendo dela uma forte candidata para
estudos de aplicacdo biotecnoldgica. Apesar de ser vasto o numero de lacases terrestres, purificadas
e caracterizadas, ainda s3o escassos os estudos desse tipo com enzimas derivadas do ambiente
marinho, as quais podem apresentar novas propriedades.

Uma das grandes vantagens da expressdo heterologa de proteinas ¢ a possibilidade de
manipulacdo genética das mesmas, possibilitando a insercao de caracteristicas favoraveis para o
processo de obtencdo, como a insercdo de caudas que facilitam o processo de purificagdo de
enzimas heterélogas. A levedura Komagataella phaffii, também conhecida como Pichia pastoris,
¢ um dos hospedeiros de expressdao heterologa mais utilizados para expressdo de enzimas
eucarioticas, devido a diversas vantagens sobre outros tipos de hospedeiros.

Contudo, ha muitas variaveis que podem interferir no sucesso da expressdo de uma lacase
heterdloga, algumas dessas variaveis estdo relacionadas aos processos de regulacdo da expressao,

enquanto outras estdo relacionadas as condi¢des de cultivo da levedura hospedeira. Visando obter



o melhor arranjo molecular para a expressao mais eficiente de proteinas heterélogas por P. pastoris,
um sistema modular capaz de combinar diferentes fatores de regulacdo e montar bibliotecas de
expressao com essas diferentes combinagdes foi criado, € chamado de Pichia Tollkit.

No presente estudo, o Pichia Toolkit foi utilizado para expressar o gene Pnh Lacl que
codifica uma lacase do fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063. Diferentes regides
controladoras da expressdao foram avaliadas em todas as combinagdes possiveis. As condi¢des de
cultivo para a expressdo da Lacl pela melhor variante foram otimizadas. A Lacl foi entdo
purificada, caracterizada e aplicada em processos de descoloracdo, degradacdo e destoxificacdo de

corantes téxteis, bem como de outros tipos de corantes sintéticos.
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8. CONCLUSOES GERAIS

Os dados derivados das andlises filogenéticas dos genes de lacase do fungo de origem
marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 em associagdo com outras andlises in silico,
demonstraram que os genes de lacase do fungo passaram por diferentes pressdes seletivas e
que mesmo que o fungo tenha sido isolado do ambiente marinho, ¢ possivel que nem todas as
proteoformas estejam igualmente adaptadas ao ambiente salino. Dessa forma, a andlise de
expressdo génica em condi¢cdes salinas, associada aos dados do secretoma obtidos
anteriormente apontaram a Lacl como uma das proteoformas mais aptas a atuar em ambiente
salino e, portanto, a mais indicada para ser explorada nos experimentos de expressdao
heter6loga, purificagdo e caracterizagao.

A estratégia de utilizar o sistema modular Pichia Toolkit para a expressdo heteréloga
da Lacl foi considerada eficiente, pois o sistema foi capaz de selecionar, entre diferentes
combinagdes possiveis, o melhor arranjo molecular para o controle da expressdo. A associagao
do promotor constitutivo pGAP com o peptideo sinal a-amilase-aAMF resultou na maior
producdo de lacase pela levedura P. pastoris, em comparagdo com as outras construgoes
constitutivas e indutivas do sistema. Alteragdes nas condi¢cdes de cultivo, como a expressao
constitutiva da Lacl a 18 °C permitiu otimizar o processo de producdo da enzima. Apesar de
inconclusivos, os experimentos em biorreator demonstraram que outras variaveis precisam ser
testadas para o alcance da condi¢do 6tima de produgdo da lacase heterdloga.

A purificacdo e a caracterizagdo da Lacl revelaram caracteristicas interessantes para
aplica¢do da enzima, como alta tolerancia a ions metélicos, boa termoestabilidade e atividade
proxima a 6tima em uma janela ampla de temperaturas. Contudo, a alta tolerancia a salinidade
ndo foi encontrada para essa enzima. Com uma sensibilidade ao sal muito semelhante a outras
lacases terrestres ¢ possivel que a origem da Lacl na historia evolutiva do fungo Peniophora
sp. CBMALI 1063, tenha surgido antes do fungo habitar o ambiente marinho. Logo, sugere-se a
aplicacdo dessa enzima em processos € ambientes ndo salinos ou com pouca salinidade.
Experimentos adicionais precisam ser realizados visando compreender os mecanismos de
regulagdo e expressdo génica do fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063. Considerando
o arsenal de lacases e os processos evolutivos, € possivel que outras lacases do fungo sejam
mais “recentes” e apresentem melhor adapta¢do ao ambiente salino.

Apesar da baixa resisténcia a salinidade a enzima Lacl apresentou forte potencial para
a descoloragao de diferentes corantes sintéticos, incluindo alguns utilizados na industria téxtil.

A presenca de mediadores (LMS) foi essencial para obten¢do dos melhores resultados de
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descoloragdo, além disso, os experimentos realizados indicam que a presenga de mediadores
no meio reacional promove a degradagao das moléculas de corante de forma diferente daquela
realizada apenas pela enzima. Apesar da elevada afinidade por siringaldazina e ABTS, o
melhor mediador foi siringaldeido na maioria dos casos. A degradacdo do azo corante téxtil
Preto Reativo 5 pela Lacl na presenga do mediador siringaldeido gerou metabolitos de menor
massa molecular, muitos dos quais com baixa ou nenhuma toxicidade, contudo alguns dos
metabolitos  (e.g.  3-(fenilsulfonil), Pirano-4-ona, 3,4-Dimethoxi tiofenol, N,N-
Dimetildecanamida) podem apresentar elevada toxicidade para organismos aquaticos e,
portanto, a aplicacdo do LMS com siringaldeido precisa ser associado a outras estratégias de
metabolizacao e redu¢do geral da toxicidade.

Lacases marinhas apresentam caracteristicas interessantes que podem ser aplicadas em
diferentes condi¢des. Tais enzimas representam novos recursos biotecnoldgicos ainda pouco
explorados. A diversidade de lacases de um unico fungo (Peniophora sp. CBMAI 1063)
demonstra o quanto o vasto ecossistema marinho e a biotecnologia marinha ainda podem ser
explorados.

Os resultados do presente estudo contribuem para o avango do conhecimento da
micologia marinha e biotecnologia azul e abrem perspectivas para novos estudos que visem
compreender melhor o processo de adaptacdo das lacases marinhas e dos diferentes substratos

possiveis de serem utilizados por essas enzimas, visando futuras aplicagdes.
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