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RESUMO

A prospeccao de novas enzimas celuloliticas representa uma estratégia promissora
para ampliar o repertério de biocatalisadores empregados na conversao da biomassa
lignocelulésica em biocombustiveis e outros bioprodutos. Nesse contexto, este
trabalho teve como objetivo prospectar in silico, clonar, expressar e purificar uma
endo-1,4-B-glucanase codificada pelo genoma de Bacillus bombysepticus, visando a
obtencdo da proteina recombinante para futuras caracterizacdes bioquimicas.
Inicialmente, foi realizada a caracterizacao in silico da sequéncia génica por meio de
analises de similaridade, alinhamento multiplo e identificacdo de dominios
conservados. A atividade celulolitica da bactéria foi avaliada em meio contendo
carboximetilcelulose, seguida pela extracdo do DNA gendmico, amplificacdo do gene
por reacdo em cadeia da polimerase, clonagem no vetor de expressédo pET-SUMO,
transformacdo em Escherichia coli ER2566, confirmagdo por sequenciamento,
expressdo heterdloga e purificagcdo por cromatografia de afinidade. As analises in
silico classificaram a proteina como uma endoglucanase pertencente a familia das
glicosil hidrolases GH5, enquanto o ensaio em meio soélido confirmou a capacidade
celulolitica da bactéria. A clonagem do gene foi confirmada por PCR de colbnia e
sequenciamento. A expressao da proteina recombinante foi detectada por SDS-PAGE
e Western blotting, evidenciando uma banda compativel com a massa molecular
esperada, embora também tenham sido observados fragmentos de menor massa
molecular, sugerindo possivel degradacédo proteolitica ou processamento incompleto
da proteina. A purificacdo por cromatografia de afinidade permitiu recuperar a proteina
recombinante, com maior rendimento na eluicdo com 200 mM de imidazol. Conclui-se
gque o estudo permitiu identificar e clonar uma nova endoglucanase de B.
bombysepticus e obter resultados iniciais de sua expresséao heterologa e purificacéao,
estabelecendo uma base para otimizagdes futuras.

Palavras-chave: Analise enzimatica; Bioinformética, Clonagem molecular;

Expresséo génica; Produtos biologicos.
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ABSTRACT

The search for new cellulolytic enzymes represents a promising strategy to expand the
repertoire of biocatalysts used in converting lignocellulosic biomass into biofuels and
other bioproducts. In this context, this study aimed to prospect in silico, clone, express,
and purify an endo-1,4-B-glucanase encoded by the Bacillus bombysepticus genome,
with the goal of obtaining the recombinant protein for future biochemical
characterization. Initially, the gene sequence was characterized in silico through
similarity analyses, multiple sequence alignment, and the identification of conserved
domains. The bacterium's cellulolytic activity was evaluated in a medium containing
carboxymethylcellulose, followed by genomic DNA extraction, gene amplification via
polymerase chain reaction (PCR), cloning into the pET-SUMO expression vector,
transformation into Escherichia coli ER2566, sequence confirmation, heterologous
expression, and purification via affinity chromatography. In silico analyses classified
the protein as an endoglucanase belonging to the GH5 glycosyl hydrolase family, while
the solid-medium assay confirmed the bacterium's cellulolytic capability. Gene cloning
was confirmed by colony PCR and sequencing. Recombinant protein expression was
detected via SDS-PAGE and Western blot, revealing a band consistent with the
expected molecular mass; however, lower molecular mass fragments were also
observed, suggesting possible proteolytic degradation or incomplete protein
processing. Affinity chromatography purification enabled the recovery of the
recombinant protein, with the highest yield obtained during elution with 200 mM
imidazole. In conclusion, this study successfully identified and cloned a new
endoglucanase from B. bombysepticus and vyielded initial results regarding its
heterologous expression and purification, establishing a foundation for future
optimization.

Keywords: Molecular cloning; gene expression; enzymatic analysis; biological

products; bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica constitui uma matéria-prima renovavel, abundante e
sustentavel, com grande potencial de aplicacdo em processos fermentativos voltados
a producéo de bioprodutos. Estruturalmente, € composta principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina (BASERA; CHAKRABORTY; SHARMA, 2024), cujas
proporcdes relativas variam de acordo com o tipo de biomassa, 0os métodos de cultivo
e as condicdes climaticas (KUMAR et al., 2026). Essa organizacao estrutural confere
elevada recalcitrancia ao material, limitando a acessibilidade aos polissacarideos e
reduzindo a eficiéncia dos processos de conversdo em bioprodutos e biocombustiveis
(CHAKRABORTY et al., 2024).

A lignina é reconhecida como um dos principais fatores responsaveis pela
recalcitrancia da biomassa lignocelulésica. Por essa razdo, estratégias recentes de
pré-tratamento tém sido direcionadas a modificacdo e a remocédo seletiva desse
polimero, visando ndo apenas reduzir a resisténcia do material a conversdo, mas
também possibilitar sua recuperacéo e valorizagdo (YOO et al., 2020). Atualmente,
existem diversas técnicas de pré-tratamento baseadas em métodos fisicos, quimicos,
bioldgicos e suas combinacbes que vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
remover a lignina, aumentar a area superficial acessivel da biomassa e reduzir a
cristalinidade da celulose, favorecendo assim o processo de digestdo e contribuindo
para uma maior eficiéncia na producdo de bioprodutos (ZHANG, 2026). Apesar dos
avancos tecnoldgicos, o alto custo dos processos de pré-tratamento e de producéao de
coquetéis enzimaticos ainda representa um dos principais entraves a viabilidade
econbmica da conversdo da biomassa lignocelulosica (SINGH NEE' NIGAM et al.,
2009).

Diante desse cenario, 0 pré-tratamento bioldgico tem se destacado como uma
alternativa sustentavel aos métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos, por empregar
microrganismos ou enzimas capazes de degradar seletivamente os componentes da
biomassa sob condi¢cfes brandas de temperatura, pressédo e pH. Em comparacéo aos
processos convencionais, essa estratégia reduz o consumo de energia, dispensa o
uso de reagentes quimicos agressivos e minimiza a formacao de compostos inibidores
gue podem prejudicar as etapas subsequentes de hidrdélise enzimética e fermentacao
(SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016; ZHANG et al., 2025).
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Entre as abordagens bioldgicas, a hidrolise enziméatica € um dos métodos mais
eficientes para converter celulose em agucares simples. Esse processo envolve 0 uso
de enzimas celuloliticas, como as celulases, que catalisam a quebra das ligagdes -
1,4-glicosidicas na celulose, liberando glicose (WOZNIAK et al., 2025). Bactérias e
fungos produzem celulases, essas enzimas sdo capazes de degradar o polimero
recalcitrante (HOUFANI et al., 2023).

As celulases pertencem, em sua maioria, ao grupo das glicosil hidrolases
(Glycoside Hydrolases — GHs), uma das principais classes de enzimas carboidrato-
ativas (CAZymes). Essas enzimas catalisam a hidrélise de ligacdes glicosidicas
presentes em polissacarideos, oligossacarideos e glicoconjugados, sendo
classificadas em familias de acordo com a similaridade de suas sequéncias de
aminodacidos, sua organizacdo estrutural e seu mecanismo catalitico. Essa
classificagdo, organizada no banco de dados CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes
Database), constitui uma importante ferramenta para estudos evolutivos, funcionais e
para a prospeccado de novos biocatalisadores (LOMBARD et al., 2014; CAZY, 2025).
As principais celulases envolvidas na degradacao da celulose sdo as endoglucanases
(EC 3.2.1.4), as exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91 e EC 3.2.1.74) e as
B-glicosidases (EC 3.2.1.21), que juntas desempenham papel essencial na
valorizacéo de residuos lignocelul6sicos e atuam em ampla faixa de temperatura e
pH, além de apresentarem notavel estabilidade (FERRANDO et al., 2025; ZHU et al.,
2025). Devido a essa versatilidade, as enzimas celuloliticas tém despertado grande
interesse em diversas aplicacdes industriais, como na produc¢do de biocombustiveis,
no setor agroindustrial, na industria de alimentos e nas industrias de papel e celulose,
sendo desejaveis enzimas que apresentem especificidade, estabilidade e alta
eficiéncia catalitica (RONO et al., 2025).

Entre essas enzimas, as endoglucanases merecem destaque devido ao seu papel
central no inicio da hidrdlise enzimatica, uma vez que atuam internamente nas cadeias
de celulose, promovendo a clivagem das ligagbes 3-1,4-glicosidicas e a degradacéo
de substratos como B-glucanos e carboximetilcelulose. Sdo amplamente distribuidas
na natureza, sendo encontradas em bactérias, fungos e insetos, nos quais
desempenham papéis importantes na degradacéo da parede celular vegetal, além de
possuirem multiplas aplicagdes biotecnolégicas, sobretudo na valorizacdo de
subprodutos agroindustriais e na producéo de glicose destinada a fermentacdo em
bioetanol (LV et al., 2025; ESCUDER-RODRIGUEZ et al., 2022).
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Diante do crescente interesse industrial por endoglucanases com elevada atividade
catalitica e estabilidade em diferentes condi¢cbes de processo, torna-se necessaria a
identificagcdo de novas enzimas com essas caracteristicas. Nesse contexto, a
prospeccéo in silico tem se consolidado como ferramenta essencial para a descoberta
de novos biocatalisadores, pois permite selecionar, por meio de andlises
computacionais, candidatos com maior potencial de interesse para posterior validagéo
experimental, reduzindo tempo, custos e o numero de candidatos a serem testados
(ARIAEENEJAD et al, 2024). Essas abordagens incluem ferramentas de
bioinforméatica, andlises de similaridade de sequéncias, estudos filogenéticos e
modelagem estrutural, que auxiliam na identificacdo e priorizacdo de enzimas
(NOBLE; CROWE; O'DONOHUE, 2021). Nesse sentido, 0 avanc¢o das tecnologias de
sequenciamento e o crescente numero de genomas microbianos depositados em
bancos de dados pulblicos tém ampliado a capacidade de explorar
computacionalmente a diversidade genética de microrganismos, consolidando
estratégias de prospeccao genémica (genome mining) como ferramentas eficientes
para identificar genes codificadores de enzimas ainda n&o caracterizadas e acelerar
a descoberta de novas glicosil hidrolases (NGUYEN, 2024; ARIAEENEJAD et al.,
2024).

Uma vez identificados os genes candidatos por meio de andlises computacionais,
a clonagem molecular e a expressao heterdloga constituem etapas essenciais para
validar experimentalmente as predi¢cfes obtidas in silico. A producdo recombinante
possibilita a obtencdo de quantidades suficientes da proteina de interesse para sua
caracterizacdo bioquimica, determinacdo de parametros cinéticos e avaliagdo da
estabilidade, permitindo converter predicbes genOmicas em biocatalisadores
efetivamente caracterizados (MAXEINER et al., 2023; AVALON et al., 2024).

Nesse contexto, a prospeccdo de microrganismos capazes de produzir celulases
tem recebido crescente atencdo devido a sua relevancia para a conversdo da
biomassa lignocelulésica em acucares fermentaveis. As bactérias do género Bacillus
se destacam nesse cendrio por produzirem diversos compostos biologicamente
ativos, entre eles enzimas hidroliticas (LEGEIN et al., 2020; WEISBURG et al., 1991),
além de apresentarem caracteristicas propicias ao cultivo industrial, como taxas de
crescimento elevadas, eficiente secrecdo de proteinas e ampla adaptabilidade
(ROBSON; CHAMBLISS, 1989; SIMONE; PALVA, 1993; REN et al., 2022). Diversos

estudos ja identificaram, em espécies desse género, genes que participam ativamente
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da degradacao da celulose (QADAR et al., 2009; JOO et al., 2012; PAN et al., 2021,
AFFANDI et al., 2021; AVCI et al., 2021; PAN et al., 2023).

Dentre as espécies do género, Bacillus bombysepticus, originalmente isolada por
Hartman (1931) em cadaveres de larvas de Bombyx mori (bicho-da-seda), desperta
particular interesse. Analises filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA revelaram
sua proximidade taxondémica com outras espécies do grupo, como Bacillus cereus e
Bacillus thuringiensis, e analises de sintenia de aminoacidos e nucleotideos entre B.
bombysepticus e B. thuringiensis evidenciaram identidade gendmica de até 96,49%
(CHENG et al., 2014). Esse elevado grau de similaridade sugere que B.
bombysepticus pode abrigar genes associados a degradacdo de polissacarideos
vegetais, ainda pouco explorados, 0 que a torna uma candidata promissora para a
prospeccéo de novas celulases.

Diante desse cenario, a identificacdo e a caracterizagdo de novas endoglucanases
provenientes de espécies bacterianas representam uma estratégia promissora para
ampliar o repertdrio de enzimas disponiveis para aplicacdes industriais. Assim, este
trabalho teve como objetivo investigar uma enzima codificada pelo genoma de Bacillus
bombysepticus, por meio de sua prospeccao in silico, clonagem, expresséo heteréloga
e purificagdo, visando a obtencdo da proteina recombinante para futuras
caracterizacoes.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Prospectar, clonar, expressar e purificar uma endoglucanase codificada pelo
genoma de Bacillus bombysepticus, visando a obtencéo da proteina recombinante por

expressédo heter6loga em Escherichia coli.

2.2 Objetivos especificos

v Identificar o gene da enzima endoglucanase no genoma da bactéria Bacillus
bombysepticus, isolada da rizosfera de Mimosa pudica L.;

v' Amplificar o gene da enzima a partir da Reagcdo em cadeia pela Polimerase;

v" Clonar o gene da endoglucanase em vetor de expressdo apropriado para
producao heterdloga;

v' Expressar a enzima recombinante em Escherichia coli;

v Purificar a proteina recombinante.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacéo in silico da endo-1,4-B-glucanase prospectada

O genoma da bactéria Bacillus bombysepticus JABO1 foi sequenciado usando as
tecnologias llumina NovaSeq e Oxford Nanopore (MinlON) derivado de estudos
prévios pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Bioguimica de Microrganismos e
Plantas (LBMP), a bactéria foi isolada da rizosfera da planta Mimosa pudica L. no
Campus da UNESP- FCAV de Jaboticabal. A sequéncia codificadora da enzima endo-
1,4-B-glucanase foi obtida a partir do genoma da bactéria Bacillus bombysepticus
JABO1. A sequéncia génica obtida foi empregada para a identificacdo de uma Open
Reading Frame (ORF) putativa correspondente ao gene de interesse. A selecao dessa
ORF foi baseada na presenca de caracteristicas estruturais e funcionais compativeis
com enzimas da familia das glicosil hidrolases (GHs), especialmente da familia GH5,
conforme descrito no banco de dados CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes
Database) (Lombard et al., 2014).

A sequéncia de aminoacidos correspondente a ORF selecionada foi submetida a
analise de similaridade utilizando o algoritmo BLASTp (Basic Local Alignment Search
Tool for proteins), disponivel no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Altschul et al., 1997), com o objetivo de identificar proteinas homdlogas previamente
caracterizadas. As buscas foram realizadas utilizando os bancos de dados
UniProtKB/Swiss-Prot, Protein Data Bank (PDB) e Patented Protein Sequences (PAT),
sendo avaliados parametros como porcentagem de identidade, cobertura da
sequéncia, valor E (E-value) e similaridade com proteinas funcionalmente
caracterizadas. Essas analises permitiram verificar o grau de conservacdo da
sequéncia e sua relacdo com enzimas pertencentes a familia das endoglucanases.

Adicionalmente, foi realizado o alinhamento multiplo da sequéncia proteica com
sequéncias homologas pertencentes a familia GH5 obtidas do banco de dados CAZy,
utilizando o software BioEdit (Hall, 1999), com a finalidade de identificar regides
conservadas e possiveis residuos envolvidos na atividade catalitica da enzima. A
identificacdo de dominios conservados e a classificagdo funcional da proteina foram
conduzidas utilizando as bases de dados InterPro (Blum et al., 2021) e Pfam (Mistry
et al., 2021), permitindo confirmar a presenca de dominios caracteristicos de glicosil

hidrolases da familia GH5 e sua associacdao com a atividade celulolitica.
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3.2 Avaliagéo da capacidade celulolitica da bactéria Bacillus bombysepticus

A capacidade celulolitica da bactéria Bacillus bombysepticus foi avaliada por meio
do cultivo em meio sélido contendo carboximetilcelulose (CMC), conforme
metodologia descrita por Kasana et al. (2008), com adaptacGes. A bactéria foi
previamente cultivada em meio Luria-Bertani (LB) liquido a 30°C por 16 horas a 180
rpm. Posteriormente, foi inoculada em placas contendo meio LB sdlido suplementado
com carboximetilcelulose (CMC) a 1% (m/v), empregada como substrato celulésico
para a deteccdo da atividade celulolitica. As placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37°C por 24 horas, em condi¢cfes aerdbias.

Apo6s o periodo de incubacgao, as placas foram coradas com solucao de Vermelho
Congo a 1% (m/v), permanecendo em contato com o corante por 15 minutos a
temperatura ambiente, com o0 objetivo de permitir a ligacdo do corante ao
polissacarideo ndo degradado. Em seguida, o excesso de corante foi removido, e as
placas foram lavadas com solucéo de Cloreto de Sédio (NaCl) 1M por 10 minutos, a
fim de promover o contraste entre as regides contendo celulose intacta e as areas
onde ocorreu a hidroélise do substrato.

A atividade celulolitica foi determinada por meio da observacdo da formacéo de
halos claros ao redor das coldnias bacterianas, indicando a degradacdo da
carboximetilcelulose pela agcdo de enzimas celuloliticas extracelulares. A presenca
desses halos foi utilizada como indicativo da capacidade da bactéria em produzir

enzimas capazes de degradar substratos celulésicos.

3.3 Amplificac&o do gene da endoglucanase

A bactéria Bacillus bombysepticus foi cultivada em meio de cultura Luria-Bertani
(LB) liguido sob agitacdo de 180 rpm a 30°C por aproximadamente 16 horas. Apos 0
cultivo, a cultura foi submetida a centrifugacéo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano obtido foi utilizado para a extracao
do DNA gendmico. A extracdo foi realizada utilizando o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit, conforme as instrucbes do fabricante (Promega, 2019).
Posteriormente, as amostras foram quantificadas utilizando o Qubit Fluorometer 2.0
em conjunto com o Qubit dsDNA BR Assay Kit, de acordo com as recomendacdes do
fabricante (Thermo Fisher Scientific, 2015).

O gene codificador da endoglucanase identificado no genoma de Bacillus

bombysepticus foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para a
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amplificacdo do gene foram utilizados primers especificos. Os parametros fisico-
guimicos dos oligonucleotideos, incluindo temperatura de melting (Tm), formacao de
estruturas secundarias, auto complementaridade e formacdo de dimeros, foram
avaliados utilizando a ferramenta online PCR Primer Stats, disponivel no Sequence
Manipulation Suite (Stothard, 2000), assegurando condicdes adequadas para
amplificacdo eficiente do gene de interesse. Para otimizacdo das condi¢cfes de
anelamento dos primers, foi conduzido um gradiente de temperatura variando de 54°C
a 64°C. As reacdes de PCR foram feitas em termociclador e os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) para confirmacé&o do

tamanho esperado do fragmento amplificado.

3.4 Vetor de expressao pET-SUMO
O vetor de expressdo pET-SUMO (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific),

contendo o promotor T7, foi utiizado para a clonagem do gene de interesse,
permitindo sua expressao heter6loga em sistemas bacterianos. A ligacdo do
fragmento amplificado ao vetor foi realizada conforme o protocolo descrito no manual

do Champion™ pET SUMO Protein Expression System (Invitrogen, 2010).

3.5 Construcao do plasmideo recombinante
A construcdo do plasmideo recombinante foi realizada por meio da ligacdo do

fragmento amplificado por PCR ao vetor de expresséo pET-SUMO utilizando a enzima
T4 DNA ligase. A reacao de ligacao foi preparada em volume final de 10 pL contendo
1,0 yL doinserto (121 ng/uL), 2,0 uL do vetor pET-SUMO (25 ng/uL), 1,0 pL de tampéo
de ligacdo 10x, 1,0 uL da enzima T4 DNA ligase e 5,0 pL de agua ultrapura. A
propor¢cao molar entre inserto e vetor foi ajustada para 3:1. Em seguida, a mistura foi
incubada a 15 °C por aproximadamente 16 horas (overnight), conforme as

recomendacdes do fabricante.

3.6 Transformacgao em Escherichia coli ER2566
O plasmideo recombinante foi utilizado para transformacdo em células
competentes de Escherichia coli ER2566 por meio do método de choque térmico.
Inicialmente as células foram incubadas em gelo por 2 minutos, seguidas de
incubacédo a 42°C por 90 segundos e retorno ao gelo por mais 2 minutos.
Posteriormente foram adicionados 970 uL de meio SOC ( (triptona 2% p/v, extrato
de levedura 0,5% p/v, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM e glicose 20

mM) estéril, e as células foram incubadas sob agitacao orbital (150 rpm) a 37°C por 1
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h e 30 minutos para recuperacao celular. Apds a etapa de recuperacao, aliquotas de
50 uL da cultura foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio LB sdlido
suplementado com canamicina (50 pg/mL) e incubadas a 37°C por

aproximadamente 16 horas.

3.7 Cultivo e armazenamento dos clones

As coldnias obtidas foram inoculadas em meio LB liquido contendo canamicina (50
Hg/mL) e incubadas sob agitacdo a 37°C por aproximadamente 16 horas. Aliquotas
das culturas foram misturadas com glicerol estéril até concentracao final de 20% (v/v)

e armazenadas a —80°C para preservagao dos clones.

3.8 Extracédo plasmidial e sequenciamento
Os clones obtidos foram submetidos a extragcdo de DNA plasmidial utilizando o Kit

Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System. Os plasmideos purificados foram
posteriormente encaminhados para sequenciamento pelo método de Sanger, com o
objetivo de confirmar a presenca e a correta inser¢cédo do gene da endoglucanase no

vetor de expressdo pET-SUMO.

3.9 Inducdo e expressédo da proteina recombinante
A partir do estoque em glicerol, células de Escherichia coli ER2566 contendo o

plasmideo recombinante foram inoculadas em 50 mL de meio LB suplementado com
canamicina (50 uyg/mL) e incubadas sob agitacdo orbital (200 rpm) a 37°C por 16
horas. Em seguida, uma aliquota correspondente a 1% da cultura foi transferida para
200 mL de meio LB contendo o0 mesmo antibiotico e incubada nas mesmas condi¢des
até atingir densidade optica (DOgoo NM) entre 0,4 e 0,6.

A expressdo da proteina recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG na
concentracédo final de 0,1 mM. A cultura foi incubada a 28°C e as amostras foram
coletadas nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas ap0s a indugao. Ao final do
experimento, a cultura foi centrifugada a 9000 x g por 30 minutos a 4°C, e o pellet

celular foi armazenado a -20°C para posterior extracao proteica.

3.10 Extracédo das proteinas recombinantes
O pellet celular foi ressuspendido em tampéao de lise composto por 10 mM Tris-HCI

(pH 8,0), 100 mM NaCl e 10% (v/v) de glicerol. A lise celular foi realizada por
ultrassonicacéao utilizando o equipamento LB-750 (Labometric, Leiria, Portugal), com

15 ciclos de 10 pulsos intercalados por intervalos de 10 segundos.
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Apos a lise, o material foi centrifugado a 17000 x g por 20 minutos a 4°C. O pellet
foi submetido a dois ciclos adicionais de ultrassonicacéo, seguidos de centrifugacao
nas mesmas condi¢des. As fragdes solluveis (sobrenadantes) e insolluveis (pellets)

obtidas em cada etapa foram utilizadas nas analises posteriores.

3.11 Andlise da expresséo proteica por SDS PAGE
As fracOes proteicas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida

contendo SDS (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970). Foi utilizado gel
de separacéo a 12% e gel de empilhamento a 5%.

As amostras foram misturadas ao tampao de amostra contendo SDS e [3-
mercaptoetanol, desnaturadas a 95°C por 5 minutos e aplicadas juntamente com
marcador de massa molecular. A corrida eletroforética foi realizada em sistema
vertical utilizando tampao contendo 25 mM Tris, 192 mM glicina e 0,1% SDS, sob
voltagem constante de 120 V.

ApoOs a separacdo, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 por
aproximadamente 1 hora e posteriormente descorados em solugdo contendo 10% de
acido acético e 10% de etanol até a visualizagcdo das bandas proteicas. A analise
permitiu verificar a distribuicdo da proteina recombinante entre as fracfes sollvel e

insolUvel.

3.12 Confirmacgao da expresséao por Western Blotting
As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para membrana de

PVDF previamente ativada em metanol, utilizando sistema de transferéncia Umida.
Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucdo contendo 5% de leite
desnatado em tampéo TBS-T por aproximadamente 1 hora em temperatura ambiente.
Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primario anti-histidina diluido
em solucéo de bloqueio, por 2 horas em temperatura ambiente. Apds sucessivas
lavagens com TBS-T, realizou-se incubacdo com o anticorpo secundario conjugado a
enzima peroxidase por 1 hora em temperatura ambiente. A deteccéo foi realizada
utilizando reagente quimioluminescente, e as imagens foram obtidas em sistema
apropriado para analise da intensidade das bandas, permitindo confirmar a expressao

da proteina recombinante.
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3.13 Purificagdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade e excluséo
por tamanho

A fracdo solavel contendo a endoglucanase recombinante foi inicialmente
submetida a purificacdo por cromatografia de afinidade por ions metdalicos
imobilizados (Immobilized Metal Affinity Chromatography — IMAC), utilizando resina
Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alemanha). A eluicdo da proteina foi realizada por meio de
um gradiente crescente de imidazol, com concentra¢fes variando de 10 a 1000 mM.

As fracOes eluidas foram submetidas a etapa de dessalinizacéo (desalting), com o
objetivo de remover o imidazol e promover a troca do tampao, minimizando possiveis
interferéncias nas analises posteriores.

Como etapa adicional de purificacdo, as fragdes de interesse foram submetidas a
cromatografia por exclusdo de tamanho (Size Exclusion Chromatography — SEC),
utilizando uma coluna HiLoad 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare Bio-Sciences,
Uppsala, Suécia) acoplada ao sistema AKTApure (GE Healthcare, EUA). A coluna foi
previamente equilibrada com tampéao Tris-HCI pH 9,0, contendo 200 mM de NacCl e
10% (v/v) de glicerol. Apos a purificagdo, a concentracdo proteica das fragdes foi
determinada pelo método de Bradford. Em seguida, as amostras obtidas nas etapas
de IMAC e SEC foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), com o objetivo de avaliar a eficiéncia da

purificacdo, o grau de pureza e o perfil eletroforético da proteina recombinante.

4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacao in silico da endo-1,4-3-glucanase prospectada

Com o objetivo de caracterizar a sequéncia codificante da proteina M9428-19985
e confirmar sua classificagao funcional, foram realizadas analises in silico empregando
diferentes ferramentas de bioinforméatica e bancos de dados especializados.
Inicialmente, a sequéncia foi alinhada com endoglucanases previamente
caracterizadas pertencentes a familia das glicosil hidrolases GH5, obtidas do banco
de dados CAZy, utilizando o software BioEdit. O alinhamento multiplo revelou a
presenca de diversas regides conservadas distribuidas ao longo da sequéncia (Figura
1), evidenciando a manutencao de residuos estruturais importantes entre a proteina
prospectada e endoglucanases ja descritas. Embora existam regides variaveis, a
conservacao observada sugere que a proteina compartilha caracteristicas estruturais

tipicas das enzimas pertencentes a familia GH5.
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Figura 1-. Alinhamento multiplo da sequéncia da endo-1,4-B-glucanase prospectada (M9428-
19985) com endoglucanases pertencentes a familia das glicosil hidrolases GH5 obtidas do
banco de dados CAZy. As regides coloridas representam residuos conservados entre as
sequéncias, indicando a preservacéo de regides estrutural e funcionalmente importantes.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
A fim de complementar sua caracterizagdo, a sequéncia foi comparada com
proteinas depositadas em diferentes bancos de dados por meio da ferramenta BLAST

(Quadro 1).

Quadro 1 Resultados das buscas de similaridade da sequéncia M9428-19985 em diferentes
bancos de dados, apresentando a proteina mais similar identificada, o comprimento das
sequéncias comparadas, a identidade e a cobertura dos alinhamentos obtidos.

Banco de Entrada mais Comprimento Identidade | Cobertura
Dados similar (funcéo/ID) | (aa): ORF/Similar
Swiss-Prot Endoglucanase/ 422/343 20,86% 71%
A3DJ77.1
Pataa- Endoglucanase/ 422/407 41,13% 91%
NCBI AARS51771.1
Protein Endoglucanase/ 422/335 27,37% 67%
Data Bank 8B3Y
(PDB)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na base UniProtKB/Swiss-Prot, a melhor correspondéncia foi obtida com uma
endoglucanase de Acetivibrio thermocellus (A3DJ77.1), apresentando identidade de
20,86% e cobertura de 71%. Embora a identidade entre as sequéncias seja
relativamente baixa, a elevada cobertura indica que grande parte da proteina
apresenta alinhamento com uma enzima funcionalmente caracterizada, sugerindo
conservacdao da arquitetura estrutural tipica das endoglucanases.

A busca realizada na base de sequéncias patenteadas do NCBI (PAT) identificou

maior similaridade com uma sequéncia patenteada derivada de Klebsiella
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pneumoniae (AAR51771.1), apresentando identidade de 41,13% e cobertura de 91%.
A elevada cobertura observada indica que praticamente toda a extensao da proteina
apresenta correspondéncia com a sequéncia patenteada, reforcando sua similaridade
com proteinas previamente descritas.

A comparacao com estruturas tridimensionais depositadas no Protein Data Bank
(PDB) revelou como melhor correspondéncia uma endoglucanase de Thermogutta
terrifontis (PDB ID: 8B3Y), apresentando identidade de 27,37% e cobertura de 67%.
Apesar da identidade moderada, a correspondéncia estrutural observada fornece
evidéncias adicionais de que a proteina prospectada compartilha o dobramento
caracteristico das endoglucanases pertencentes a familia GH5.

A caracterizacao funcional foi reforcada pelas analises realizadas na plataforma
InterPro (Figura 2), que classificou a proteina como pertencente a familia das glicosil
hidrolases 5 (GH5). Foram identificados os dominios Glyco _hydro 5 e Cellulase, além
da sua insercdo na superfamilia Glycoside Hydrolase, classificacdo corroborada
simultaneamente pelas bases InterPro (IPR001547), Pfam (PF00150) e
SUPERFAMILY (SSF51445). Observa-se que o dominio catalitico ocupa
praticamente toda a extens&o da proteina, caracteristica tipica de endoglucanases da
familia GH5.

Além da identificacdo do dominio catalitico, foram detectados sitios conservados
previstos para proteinas dessa familia, reforcando a classificacéo funcional obtida nas
analises de similaridade. Também foi identificada uma pequena regido estrutural
predita como coiled-coil, ndo sendo observados dominios acessérios adicionais.
Esses resultados indicam que a proteina apresenta uma organizagcdo estrutural
predominantemente composta pelo dominio catalitico responsavel pela hidrdlise das
ligagbes B-1,4-glicosidicas da celulose.

Em conjunto, os resultados obtidos pelo alinhamento multiplo, pelas buscas de
similaridade em bancos de proteinas, estruturas tridimensionais e dominios
conservados demonstram que a sequéncia prospectada apresenta as principais
caracteristicas estruturais e funcionais de uma endo-1,4-B-glucanase pertencente a
familia GH5. Essas evidéncias sustentam sua selecdo para as etapas subsequentes

de clonagem, expressao heteréloga e caracteriza¢éo bioquimica.



Figura 2- Predicdo dos dominios conservados da proteina M9428-19985 utilizando a
plataforma InterPro (PAYSAN-LAFOSSE et al., 2023). A proteina foi classificada como
pertencente a familia das glicosil hidrolases GH5, apresentando os dominios Glyco_hydro_5e

Cellulase, além da classificagdo na superfamilia Glycoside Hydrolase e da identificacao de
sitios conservados caracteristicos dessa familia enziméatica.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2 Avaliacao da capacidade celulolitica da bactéria Bacillus bombysepticus

O ensaio para determinar a atividade celulolitica da bactéria Bacillus bombysepticus

mostrou que a bactéria possui atividade enzimatica atuando na hidrélise de CMC,

conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3- Avaliacdo da capacidade celulolitica da bactéria Bacillus bombysepticus. Cultivo pelo

periodo de 24 horas em Meio de cultura LB sélido suplementado com substrato
Carboximetilcelulose (CMC) (1%). Os halos de hidrolise foram revelados pela aplicagéo de

Vermelho Congo (1%) por 15 minutos, seguido de lavagem das placas com NaCl (1M) por 10

minutos.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Por meio da observacdo da placa corada com Vermelho Congo, € possivel
constatar o processo de degradacdo, manifestado pela formacdo de areas mais

claras em contraste com a regido circundante.

4.3 Extracdo de DNA da bactéria Bacillus bombysepticus

A extracdo de DNA gendmico de Bacillus bombysepticus foi bem-sucedida, sendo
a integridade do material confirmada por eletroforese em gel de agarose. Observou-
se a presenca de bandas intensas de alto peso molecular, proximas ao poco de
aplicacdo, sem evidéncias aparentes de degradacéo (Figura 4).

Figura 4- Gel de eletroforese em agarose 1% do DNA gendmico extraido de Bacillus

bombysepticus. M: marcador de peso molecular de DNA 1 kb (K9-1000L, Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, PR, Brasil); pistas 1 e 2 correspondem as amostras de DNA gendmico obtidas ap6s o

procedimento de extracdo. A concentracdo de DNA das amostras foi estimada por comparacao
visual da intensidade das bandas com o marcador de peso molecular.

DNA Mass Base Pairs M 1 2
(ng/Sul)

30
30
8
30
00

1

LR EEETIT
:

88 & 88 88

250

1 % TAE agarose gel

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Apoés a extracdo, o DNA gendmico foi quantificado utilizando o fluorimetro Qubit.
As amostras apresentaram concentragdes de 101 ng/pL (amostra 1) e 132 ng/uL
(amostra 2), indicando rendimento adequado para as etapas subsequentes de
amplificacao por PCR.

4.4 Amplificac&o do gene de endoglucanase por PCR
A PCR em gradiente de temperatura de anelamento (54,0-64,0 °C) resultou na

amplificacdo do fragmento-alvo em todas as condi¢cbes avaliadas, evidenciada pela
presenca de bandas uUnicas e bem definidas. Nado foram observados produtos

inespecificos ou formacdo evidente de dimeros de primers, indicando boa
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especificidade da reacdo. A temperatura de anelamento adotada para os

experimentos subsequentes foi de 54,3 °C (Figura 5).

Figura 5- PCR em gradiente utilizada para otimizacdo da temperatura de anelamento dos
primers para amplificagdo do gene de endoglucanase e posterior clonagem no vetor
PETSUMO. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. M:
marcador de peso molecular de DNA 1 kb (K9-1000L, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).
As colunas 1-12 correspondem as reac0es realizadas nas temperaturas de anelamento entre
54 e 64 °C, observando-se a amplificagcdo de um fragmento com tamanho esperado de
aproximadamente 1,5 kb.
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B —] ==
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100 — 3,000 Gradient  hom(54.0 )'C w640 )'C
3 2000 Center[59.0 ]°'C  Spm[10.0_J°C
50 — 1,500
80 = 1,000
50 —_— 750
30 — 500
40 250
40 100

1 % TAE agarose gel

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.5 Clonagem plasmidial e sequenciamento
Apoés a etapa de clonagem no vetor de expresséo pET-SUMO, colbnias bacterianas

foram selecionadas para confirmac¢éo da presenca do inserto por meio de PCR de
colénia. Foram analisados dez clones independentes, numerados de 1 a 10. Os
produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, sendo
observadas bandas com o tamanho esperado em diversos clones, indicando a

presenca do inserto no plasmideo recombinante (Figura 6).
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Figura 6- Analise dos clones bacterianos por PCR de col6nia apés clonagem do gene de
endoglucanase no vetor pETSUMO. Os produtos da amplificagc&o foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%. M: marcador de peso molecular de DNA 1 kb (K9-1000L,
Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). As colunas 1-10 correspondem aos clones
bacterianos analisados. Observa-se a amplificacdo do fragmento esperado de
aproximadamente 1,5 kb em todos os clones, indicando a presenca do inserto. O clone 7
apresentou uma banda adicional de maior tamanho, sugerindo amplificacdo inespecifica ou

presenca de DNA plasmidial residual.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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O clone selecionado foi submetido ao sequenciamento, e as leituras obtidas foram

utilizadas para a montagem de uma sequéncia consenso (contig). Posteriormente,

essa sequéncia foi analisada utilizando a ferramenta BLASTn do NCBI para verificar

sua identidade.

A andlise por BLASTn revelou alinhamentos significativos com sequéncias

pertencentes ao género Bacillus, apresentando cobertura de consulta (Query Cover)

de 100%, identidade de aproximadamente 98,3% e valor E igual a 0,0 (Figura 7).
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Figura 7 -Resultado da andlise de similaridade da sequéncia consenso (contig) obtida apds o
seqguenciamento do clone recombinante por meio da ferramenta BLASTn (NCBI). Os principais
alinhamentos apresentaram cobertura de consulta (Query Cover) de 100%, identidade de
aproximadamente 98,3% e valor E igual a 0,0, evidenciando elevada similaridade com
sequéncias do género Bacillus, incluindo Bacillus bombysepticus.

Sequences producing significant alignments Download Selectcolumns ¥ Show | 100V | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
Max Total Query E Per  Acc
Descript Scientific N
g Fleniy Hame Score Score Cover value Ident  Len | AbtEssion
-

Bacillus sp. AZ60 complete genome Bacillus sp_AZR0 2034 2034 100% 00 98.268% 6266434 CPO46355 1

Bacillus cereus strain DP040 chromnsome, complete genome Bacillus cereus 2034 2034 100% 00  9828% 6327326 CPOBI2251

Bacillus cereus strain FORCOE? cormplete genome Bacillus cereus 2034 2034 100% 00 98.28% 6271204 CPO294541

Bacillus cereus strain K3 complete genome Bacillus cereus 2034 2034 100% 00 98.268% 6329684 CPO1BAE51

Bacillus cereus strain lycx complete genome Bacillus cereus 2034 2034 100% 00  98.28% 5434345 CP129005.1

Bacillus serovar indiana strain HD621, complete genome Bacillus serovar indiana 2034 2034 100% 00 98.268% 5429688 CPO10106.1

Bacillus cereus strain 264 complete genorme Bacillus cereus 2034 2034 100% 00 98.28% 5191018 CP117421.1

Bacillus bombysepticus strain F12 chromosome,_complete genome Bacillus 2034 2034 100% 00 98.268% 6244749 CPOB5406.1

Bacillus cereus strain A22 chromosome, complete genome Bacillus cereus 2034 2034 100% 00 98.28% 5310791 CPO854598 1

Bacillus bombysepticus str YWang, camplete genome Bacillus bombysepticus st Wang 2034 2034 100% 00 98.28% 6295783 CPOO7A121

Bacillus cereus strain BC33 ne, complete genome Bacillus cereus 2034 2034 100% 00 98.28% 5325341 CPO727741

Bacillus cereus strain DLOU-Tangshan complete genome Bacillus cereus 2028 2028 100% 00 98.20% 5642157 CPOA053401

Bacillus cereus strain FWZ-1 chromosome, complete genome Bacillus cereus 028 2028 100% 00 98.20% 5346470 CP1583631

Bacillus cereus strain Ta-LAAB4 chromosome Bacillus cereus 2028 2028 100% 00 98.20% 5147492 CP17445951

Bacillus sp. JAS24-2 comnplete genome Bacillus sp. JAS24-2 028 2028 100% 00 98.20% 5225430 CPO31083.1

[CH< BN NN N<N<N<NN<NN< NN <M1

Bacillus cereus strain G1-1 e, complete genorme Bacillus cereus 028 2028 100% 00 98.20% 5544716 CPO42929 1

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Entre os alinhamentos obtidos encontram-se sequéncias de Bacillus
bombysepticus, espécie de origem do gene utilizado neste estudo, além de outras
espécies filogeneticamente proximas do género Bacillus. A ocorréncia de multiplos
alinhamentos com valores de identidade semelhantes € esperada, uma vez que genes
pertencentes a mesma familia podem apresentar elevado grau de conservacao entre
espécies relacionadas. Esses resultados corroboram a identidade do inserto clonado
e confirmam a obtencdo da sequéncia esperada para as etapas subsequentes de

expressao heterdloga.

4.6 Inducéo e expressao da proteina recombinante

Apéds a confirmacgado do clone recombinante, iniciou-se a expresséo heterdloga da
B-endoglucanase em Escherichia coli. A produgdo da proteina foi acompanhada
durante 24 horas por meio de SDS-PAGE (Figura 8A). Observou-se o surgimento e
aumento gradual da intensidade de uma banda com massa molecular aproximada de
50 kDa ao longo do periodo de indugéo, sendo sua maior intensidade observada ap0s
24 horas de cultivo. A identidade da banda correspondente a proteina recombinante
foi confirmada por Western blotting (Figura 8B), no qual foi detectado sinal especifico
na regiao correspondente ao peso molecular esperado para a [B-endoglucanase

fusionada a proteina SUMO. A intensidade do sinal também foi maior na amostra
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coletada apés 24 horas de inducédo, confirmando que esse periodo proporcionou a
maior producao da proteina recombinante.

Figura 8- Analise da expressao da B-endoglucanase recombinante em Escherichia coli. (A)
Perfil de expressao avaliado por SDS-PAGE ap6s inducao com 0,1 mM de IPTG nos tempos de
0,2,4,6 e 24 horas. A setaindica a banda correspondente a proteina recombinante (~50 kDa).

(B) Western blot das mesmas amostras confirmando a identidade da proteina recombinante
por imunodetecgdao. M: marcador de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

ApoGs a definicdo do tempo de expresséo, as fracdes soluvel e insoluvel foram
analisadas por SDS-PAGE e Western blotting (Figura 9).
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Figura 9-Avaliacao da distribuigao da B-endoglucanase recombinante entre as fragdes soluvel
e insollvel apds expressdo em Escherichia coli. (A) SDS-PAGE das amostras analisadas. (B)
Western blot das mesmas amostras confirmando a presenca da proteina recombinante. M:
marcador de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). Poc¢os: (1) sobrenadante ap6s 6 h de inducéo; (2) amostra
antes dainduc¢ao (0 h); (3) pellet apds 6 h de induc¢ao; (4) pogo vazio; (5) amostra
correspondente ao tempo 0 h; (6) pellet ap6s 24 h de inducéo.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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A proteina recombinante foi detectada tanto no sobrenadante quanto no pellet
celular, indicando que parte da proteina permaneceu na fracao sollvel enquanto outra
parte foi acumulada na forma insolavel. Como a proteina de interesse foi detectada
na fracdo sollvel, essa fracao foi utilizada nas etapas subsequentes de purificacao
por cromatografia de afinidade.

A fragdo soluvel contendo a B-endoglucanase recombinante foi submetida a
cromatografia de afinidade em resina Ni-NTA utilizando gradiente crescente de
imidazol para eluicdo da proteina. As diferentes etapas da purificacdo foram

monitoradas por SDS-PAGE e confirmadas por Western blotting (Figura 10).
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Figura 10-Purificagdao da B-endoglucanase recombinante por cromatografia de afinidade em
resina Ni-NTA. (A) SDS-PAGE das diferentes etapas da purificacao: FT (flow-through), W
(lavagem) e fra¢6es eluidas com 20, 50, 100, 200, 500 mM e 1 M de imidazol. A seta indica a
proteina recombinante (~50 kDa). (B) Western blot das mesmas frag6es confirmando a
identidade da proteina recombinante ao longo do processo de purificagdo. M: marcador de
massa molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Na analise por SDS-PAGE (Figura 10A), observou-se a presenca da proteina
recombinante principalmente nas fracbes eluidas com imidazol, sendo a banda
correspondente ao peso molecular esperado mais intensa na eluicdo com 200 mM de
imidazol. Nas concentragdes superiores (500 mM e 1 M), verificou-se reducdo da
intensidade da banda, indicando que a maior parte da proteina havia sido recuperada
anteriormente.

Os resultados obtidos por Western blotting (Figura 10B) confirmaram que a banda
observada correspondia a B-endoglucanase recombinante, demonstrando maior
concentracdo da proteina na fracdo eluida com 200 mM de imidazol. Também foi
possivel detectar pequenas quantidades da proteina em outras etapas da purificagéo,
indicando perdas discretas durante o processo de lavagem e eluicao.

As fracdes eluidas foram posteriormente avaliadas pelo ensaio de Bradford (Figura
11), utilizado como analise qualitativa da presenca de proteinas nas diferentes

concentragfes de imidazol.
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Figura 11- Avalia¢cdo qualitativa das fra¢6es eluidas durante a purificacdo por cromatografia de
afinidade utilizando o reagente de Bradford. As fragdes correspondem as elui¢bes com 20, 50,
100, 200, 500 mM e 1 M de imidazol. A maior intensidade de colorac¢éo foi observada na fragédo
eluida com 200 mM de imidazol, indicando maior concentragao relativa de proteinas nessa
condicao.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Observou-se maior intensidade da coloragcéao azul na fragcdo eluida com 200 mM de
imidazol, corroborando os resultados obtidos por SDS-PAGE e Western blotting, que
indicaram essa condicdo como a mais eficiente para recuperacdo da proteina

recombinante.

5. DISCUSSAO
A expressdao heterdloga da [(-endoglucanase proveniente de Bacillus

bombysepticus em Escherichia coli ER2566, utilizando o vetor pET-SUMO, resultou
na producdo de uma proteina recombinante com massa molecular préxima a
esperada (~49 kDa), conforme observado por SDS-PAGE e confirmado por Western
blot. Entretanto, também foram observados fragmentos menores (~10 kDa e ~25 kDa),
0 que motivou a investigacao de possiveis explicacfes para esse padrao.

Uma primeira hipotese € a degradag¢é&o proteolitica por proteases enddgenas
de E. coli, que podem reconhecer a proteina heter6loga como anémala durante sua
superexpressao e direciona-la para degradacao. Alternativamente, esses fragmentos
poderiam resultar do processamento pés-traducional da enzima, que pode sofrer
clivagem especifica por auto-protedlise ou pela acdo de proteases celulares,
originando produtos de menor peso molecular (SASKA; DAVID, 2008). Essa
possibilidade é reforcada por MAURIZI (1992), que afirma que, em E. coli, a

degradacéao de proteinas desempenha papéis importantes na regulacao dos niveis de
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proteinas especificas e na eliminacdo de proteinas danificadas ou anormais; a
bactéria possui um numero muito grande de enzimas proteoliticas distribuidas no
citoplasma, na membrana interna e no periplasma, sendo que a atividade da maioria
delas in vitro ndo depende de energia.

Além da degradacdo proteolitica, ndo se pode descartar uma terceira
explicacéo: a presenca de multiplas bandas pode estar relacionada a expressao de
isoformas truncadas, geradas por diferentes mecanismos celulares e que constituem
proteoformas distintas da proteina canénica. Em Western blottings, essas bandas
frequentemente séo interpretadas como produtos de degradacdo quando, na verdade,
podem resultar de inicio alternativo da traducéo, fendbmeno associado a instabilidade
do mRNA ou a presenca de regides secundarias na sequéncia da proteina (MCWHITE
et al., 2024; KOBAYASHI et al., 2009).

Independentemente da origem dos fragmentos, observou-se que a proteina de
interesse foi detectada tanto na fracdo soluvel quanto na insolivel, o que ja indica
algum grau de instabilidade ou dificuldade de dobramento correto. Nesse contexto, a
recuperacado da proteina por cromatografia de afinidade em resina Ni-NTA apresentou
maior rendimento na eluicdo com 200 mM de imidazol.

Diante desse cenario de instabilidade, uma estratégia comumente empregada
para reduzir a degradacao e favorecer a forma sollvel é o ajuste das condicdes de
inducao. A reducao da temperatura de inducéo pode diminuir a atividade proteolitica,
favorecendo a expresséo de proteinas mais estaveis e sollveis, uma vez que a
inducdo em temperaturas reduzidas melhora significativamente a solubilidade, a
estabilidade e o dobramento adequado das proteinas recombinantes (GUPTA;
SHUKLA, 2016). Essarelacao entre temperatura e estabilidade também foi observada
por Ma et al. (2020), cuja endoglucanase GH5 Cel-5A apresentou maior atividade e
estabilidade em temperaturas moderadas (30-60 °C), perdendo atividade em
temperaturas mais elevadas — o que indica adaptacdo da enzima a condigdes mais
brandas.

Esse tipo de sensibilidade as condicbes de expressdo e purificacdo nédo é
exclusivo do presente estudo, sendo relatado por diversos trabalhos com outras
endoglucanases da familia GH5. Dung et al. (2022), por exemplo, expressaram e
purificaram com sucesso uma endoglucanase recombinante GH5-CBM72-CBM72
proveniente do rumen de cabras em E. coli, obtendo atividade contra

carboximetilcelulose (CMC) e elevada pureza. Nesse estudo, observou-se pela
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primeira vez que o imidazol provocou a precipitacdo da enzima quando expressa em
E. coli BL21, enquanto a expresséo em E. coli Rosetta 1 ndo apresentou esse efeito,
evidenciando que a escolha da cepa hospedeira e das condicbes de purificacdo
influencia diretamente a estabilidade da proteina recombinante.

De forma semelhante, Guan et al. (2018) demonstraram, em seu trabalho com
uma enzima GH5, que a otimizagcdo das condicdes de expressdo e a remogdo da
cauda 6xHis aumentaram significativamente a atividade de uma nova endoglucanase
de Bacillus subtilis SB13, associada também a cinco substituicbes de aminoacidos
relacionadas ao desempenho da enzima.

JA Wu et al. (2022) relataram um mecanismo ainda mais peculiar: a
endoglucanase GsCelA de Geobacillus sp. sofre um processo espontaneo de auto-
truncamento, que aumenta sua atividade catalitica e termoestabilidade sem depender
da acdo de proteases externas, sendo influenciado pela estrutura da enzima, pH,
temperatura e ions metalicos — configurando um novo mecanismo de ativagao para
endoglucanases da familia GH5. Esses exemplos reforcam que a formacdo de
fragmentos de menor massa molecular pode, em certos casos, representar ndo um
artefato indesejado, mas um processo funcional de maturacao da enzima.

Vale ainda considerar que os padrdes observados no SDS-PAGE e no Western
blotting também podem ser influenciados por fatores puramente técnicos, como a
concentracdo de acrilamida do gel e as condicdes de preparacdo da amostra,
incluindo desnaturacdo, reducdo e tempo de incubacdo. A otimizacdo desses
parametros melhora a resolucdo das bandas e a reprodutibilidade da separacéo
proteica, contribuindo para uma analise mais precisa dos fragmentos de diferentes
massas moleculares (IDOWU et al., 2025).

Diante do conjunto de resultados e hipoteses discutidos, experimentos futuros
devem ser conduzidos para identificar a origem exata dos fragmentos menores
observados. A adicdo de inibidores de proteases e a alteracdo das condi¢cbes de
expressdo podem ajudar a testar a hipétese de degradacdo proteolitica, enquanto
analises estruturais e de sequéncia podem indicar eventos de processamento pés-
traducional ou expressédo de isoformas truncadas. Por fim, ajustes na eletroforese
podem garantir melhor separacdo das bandas, auxiliando na interpretacdo dos
resultados. A compreenséo desses aspectos é essencial para otimizar a expressao e
a estabilidade da endoglucanase recombinante, permitindo sua aplicacdo em estudos

futuros.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo prospectar, clonar e iniciar a expressao
de uma endo-1,4-B-glucanase identificada no genoma de Bacillus bombysepticus. As
etapas de prospeccdo in silico permitiram confirmar a presenca de uma ORF
pertencente a familia GH5, indicando potencial funcional para degradacé&o de celulose

e justificando sua escolha como alvo para clonagem heteréloga.

A clonagem do gene no vetor pET-SUMO foi confirmada por PCR de colbnia e
sequenciamento, possibilitando o avanco para os testes de expressédo em Escherichia
coli. Entretanto, embora tenham sido observadas bandas na faixa esperada em SDS-
PAGE e Western blot, os padrbes obtidos ndao permitiram afirmar de forma conclusiva
gue a proteina recombinante foi expressa de maneira integra ou funcional. A presenca
de fragmentos menores e sinais inespecificos sugere que podem ter ocorrido
degradacédo proteolitica, baixo rendimento, processamento incompleto ou limitacdes

do sistema de expresséo utilizado.

A purificagdo por cromatografia de afinidade resultou em fragdes contendo
proteinas reativas ao anticorpo anti-His, porém a integridade e a funcionalidade da
endoglucanase ainda n&o puderam ser validadas. Dessa forma, a etapa de
caracterizacdo enzimética, incluindo ensaios cinéticos, determinacdo de pH e
temperatura 6timos e avaliacdo da atividade sobre CMC, permanece dependente de

otimizacdes adicionais no processo de expressao e purificacao.

S&o0 necessérios de ajustes experimentais para confirmar a producéo estavel e
funcional da proteina recombinante. Os proximos passos sao testar diferentes
temperaturas de inducéo, avaliar concentragdes alternativas de IPTG, utilizar cepas
de E. coli com menor atividade proteolitica, adicionar inibidores de proteases, otimizar
o tampao de lise e, se necesséario, avaliar vetores ou sistemas de expressao

alternativos.
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