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Andlise in silico, expressao e purificacdo de uma nova lacase de Chitinophaga sp.
CB10

RESUMO - As enzimas sdo catalisadores biol6gicos que cada vez mais
despertam o interesse da inddstria em aplica-las em seus processos. As lacases,
uma classe de enzimas pertencente a familia das “multicopper oxidases”, possuem
alto potencial industrial pois atuam em diversos substratos, tendo assim, uma
diversidade de aplicagbes. Dentre as lacases, as bacterianas sao as de maior
interesse para 0s processos industriais em comparacdao com as de fungos, uma vez
gue bactérias apresentam maior tolerancia a ambientes extremos e apresentam um
tempo de reproducdo mais rapido. Diante disto, foi realizada a prospec¢do de uma
lacase bacteriana no genoma de Chitinophaga sp. CB10 a partir do banco de dados
genbmico, pertencente ao Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas
(LBMP), com base em genes ortologos e busca por HMM (“Hidden Markov Model”)
seguida pela busca de lacases utilizando como sequéncia isca o padrao conversado
L3 (HLHGH), que é uma assinatura especifica de lacases. Esta prospeccéo revelou
uma ORF CB10_180.4889 a qual foi clonada e submetida as analises de expressao,
extracdo e purificagdo. A proteina se mostrou retida em corpusculos de incluséo e s6
foi possivel extrai-la em sua fracdo soluvel utilizando agentes desnaturantes, como
ureia e guanidina. Apds a extracdo, a proteina desnaturada foi submetida a uma
purificacdo concomitantemente a renaturacdo, que se mostrou eficiente de acordo
com os testes de visualizagdo de degradagédo de corante. A partir das analises “in
silico”, observou-se que a enzima CB10_180.4889 possui trés dominios de cobre
(cupredoxina) e pertence a classe das CopAs, classe em gue se encontram somente
proteinas bacterianas com maior resisténcia ao cobre. Considerando a possivel
aplicacdo biotecnolégica, a enzima apresentou potencial para a degradacdo de
corantes.

Palavras-chave: multicopper oxidase, corpusculos de incluséo, expressao



In silico analysis, expression and purification of a new laccase from Chitinophaga sp.
CB10

ABSTRACT - Enzymes are biological catalysts that increasingly arouse
industry interest in applying them in their processes. Among all the enzymes,
laccases are a class of enzymes belonging to the family of Multicopper oxidases, with
high industrial potential because they act on several substrates, thus having a
diversity of applications. Between all laccases, bacterial are greater interest for
industrial processes than fungi, once bacteria have a greater tolerance to extreme
environments than these, besides presenting a time of reproduction and cloning
faster. Therefore, a bacterial laccase was prospected in the genome of Chitinophaga
sp. CB10 from the genomic database belonging to the Laboratory of Biochemistry of
Microorganisms and Plants (LBMP), based on orthologous genes and search for
HMM ("Hidden Markov Model") followed by the search for laccases using as motif the
standard L3 (HLHGH which is a specific signature of laccases. This prospection
revealed a ORF CB10 180.4889 which was cloned and subjected to expression,
extraction and purification analyzes. The protein was included in inclusion bodies and
it was only possible to extract it in its soluble fraction using denaturing agents, such
as urea and guanidine. After extraction, the denatured protein was subjected to
purification with concomitantly renaturation, which proved to be efficient according to
the dye degradation screening tests. From the in silico analyzes, it was observed that
the enzyme CB10_180.4889 has three domains of copper (cupredoxin) and belongs
to the class of CopAs, characteristic only of bacterial laccases with greater resistance
to copper. Considering the possible biotechnological application, the enzyme
presents potential for the degradation of dye.

Keywords: multicopper oxidases; inclusion bodies; expression
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1. INTRODUCAO

Encontrar novas enzimas tem sido o objetivo de muitos grupos de pesquisa,
visto seu crescente uso em varios setores industriais, como o segmento alimenticio,
farmacéutico, téxtil, papel e muitos outros (Choi et al., 2015). Consércios bacterianos
sdo formados por diferentes espécies de microrganismos que podem possuir
diferentes vias metabdlicas e que realizam a degradacdo de diversas moléculas,
sendo, portanto, uma fonte importante de novas enzimas com possiveis aplicacdes
biotecnoldgicas na industria.

Um dos processos que podem ser utilizados para a prospeccao destas
enzimas é a mineracdo de dados, uma técnica que permite a exploracdo de
genomas, metagenomas e consorcios bacterianos ja sequenciados e inexplorados
depositados em bancos de dados. Esta metodologia utiliza padrdes de sequéncias
conservadas ja conhecidas para a prospec¢do de enzimas inseridas nestes
genomas, como, por exemplo, lacases, xilanases, redutases, endoglucanases e
muitas outras (Bachmann et al., 2014).

As “multicopper oxidases” (MCOs) formam um grupo de proteinas capazes de
exercer variadas funcdes, como oxidacdo de metais, tais como cobre e ferro, e de
substratos fenodlicos e ndo fendlicos (Baldrian, 2006). Dentro deste grupo das MCOs
se destacam as lacases, que apresentam alta especificidade por substratos, o que
permite sua atuacdo em Varios campos biotecnolégicos, como biosensores para
deteccdo de fendis em aguas residuais, industria alimenticia, producdo de etanol,
branqueamento de papel, deslignificagédo, biorremediacdo e degradagéao de corantes
(Fernandez-fernandez et al., 2013).

As lacases [ (benzenodiol: oxigénio redutases (EC 1.10.3.2) ] sdo enzimas
gue possuem 4 atomos de cobre por mondmero, essenciais para 0 correto
desempenho catalitico da enzima. Estes atomos estdo divididos em centros que
diferem entre si por sinais de ressonancia paramagnética, sendo chamados de
centros de cobre tipo 1, ou cobre azul, centros de cobre tipo 2 ou cobre normal e
centros de cobre tipo 3 ou binucleares acoplados (Bento et al., 2006).

Esta enzima pode ser encontrada em plantas, fungos e bactérias (Diamantidis

et al., 2000) e, mais recentemente, foi descoberta a presenca de lacases em insetos,



envolvidas na formacgéo da cuticula (Giardina et al., 2010). A maioria das lacases
utiizadas na induastria sdo originarias de fungos, porém estes microrganismos
possuem algumas desvantagens quando o assunto € aplicacao biotecnoldgica, pois
a maioria dos processos ocorrem em condicfes extremas, que acabam tornando-se
desfavoraveis para a maioria dos fungos (Du et al., 2015 e Wang e Zhao, 2017). Ja
as bactérias sdo capazes de se adaptarem em ambientes extremos, além de
produzirem as enzimas em um curto espaco de tempo (Christopher et al., 2014), o
gue torna interessante a busca por lacases bacterianas.

Quando se leva em conta a aplicacao industrial, h4 a necessidade de testes
de expressao heterdloga, onde geralmente se utilizam células competentes de
Escherichia coli como vetor. Porém, um problema comumente encontrado € a
formagdo de corpusculos de inclusdo (IB, do inglés “inclusion body”), que sao
particulas entre 50 e 800 nm encontrados no citoplasma de células bacterianas
recombinantes, formados durante a inducao da expressao de genes clonados. Os IB
sdo formados por reacbes de estresse das células, resultando em uma proteina
precipitada e biologicamente inativa (Villaverde et al., 2015).

Sabendo-se da importancia das lacases na indastria e suas diversas
aplicacdes, juntamente com a necessidade de maiores estudos em lacases
bacterianas, o objetivo deste trabalho foi prospectar uma lacase do genoma da
bactéria Chithinophaga sp. CB10, uma bactéria gram-negativa, ndo patogénica,
filamentosa, mesoéfila, imovel e ndo formadora de esporos (Kishi et al., 2017a), que
foi isolada a partir de um consércio bacteriano degradador de biomassa, e se
mostrou uma interessante fonte para prospeccédo de lacase pois nenhuma outra

enzima desta classe foi caracterizada neste género de bactéria.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel identificar uma ORF codificadora de lacase
bacteriana no genoma de Chitinophaga sp. CB10 e desenvolver a caracterizagcéo
estrutural de uma nova lacase, denominada CB10_180.4889.

As andlises in silico realizadas permitiram identificar uma lacase de trés
dominios pertencente a classe das CopAs (enzimas bacterianas com maior
resisténcia ao cobre), com um pl de 6,5 e 84 KDa de massa molecular, bem como
detectar a presenca de seus atomos de cobre, essenciais para o correto
funcionamento catalitico da enzima.

A metodologia de extracao desnaturante foi a Unica que se mostrou eficiente e
tornou possivel a extracdo da enzima em sua fracao sollvel, visto que esta estava
retida em corpusculos de inclusédo, assim como sua renaturacdo concomitantemente
com a purificacdo se mostrou eficaz, visto os resultados obtidos nos testes de
atividade e degradacgéo de corantes.

A lacase se mostrou ativa quando em contato com o substrato ABTS e cobre,
bem como modificou a coloracdo do corante quando testada com cobre. Para ambos
0s casos, quando néo foi colocado o metal, ndo foi vista nenhuma alteragcéo, o que
indica que a lacase necessita do cobre como cofator para ter seu 6timo desempenho

catalitico.
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