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PRODUCAO, EXPRESSAO E CARACTERIZACAO DA
METALOCARBOXIPEPTIDASE RECOMBINANTE

RESUMO - A mineragédo no genoma de Chitinophaga sp. (8Mb), uma bactéria gram-
negativa, isolada de um consorcio bacteriano degradador de biomassa, permitiu
acesso ao gene Cht_4039 que possui um motivo de HEXXH caracteristico para as
carboxipeptidases (CPs) termoestaveis da familia M32. O gene foi expresso em
Escherichia coli e a enzima recombinante (ChtCP) foi purificada e caracterizada
bioquimicamente em detalhes. Esta carboxipeptidase apresentou atividade maxima a
65°C, conservando 60% da atividade a 80°C. O pH 6timo foi de 7.5. Esta
metaloenzima foi ativada 100% com Mn?*e 150% com Co?*. A estrutura cristalina da
ChtCP foi determinada a uma resolucdo de 1,2 A. Quando em contato com ions
metalicos teve seu ponto de fusdo (Tm) acrescido em até 50% mantendo sua estrutura
nativa. Em resumo, este estudo mostra que a ChtCP é um membro termoestavel da
familia M32 CP que apresenta atividade enzimatica em um amplo espectro de
temperatura (de 20 °C a 99 °C) e ativacéo na presenca de ions metalicos (Co*?, Cr*?,
Mg*?, Mn*? ou Zn*?), caracteristicas importantes na aplicacdo industrial.

Palavras-chave: caracterizacdo cinética e estrutural; carboxipeptidase;
metalocarboxipeptidasse; mineragéo de genoma.
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PRODUCTION, EXPRESSION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT
METALOCARBOXYPEPTIDASE

ABSTRACT - Mining in the genome of Chitinophaga sp. (8Mb), a gram-negative
bacterium, isolated from a bacterial consortium obtained from decomposable material
withdrawn from the sugarcane bagasse deposit at an ethanol plant, allowed access to
a predicted putative of 500 amino acids encoded by the Cht 4039 gene has a
characteristic HEXXH motif for the thermostable M32 carboxypeptidases (CPs)
already studied. The gene was expressed in Escherichia coli and the recombinant
enzyme (ChtCP) was purified and characterized biochemically in detail. This
carboxypeptidase showed maximum activity at 65 °C, preserving 60% of the activity at
80 °C. The optimum pH was 7.5. This metalloenzyme was activated 100% with Mn 2*
and 150% with Co 2*. The crystal structure of ChtCP was determined at a resolution of
1.2 A. When in contact with metallic ions had its melting point (Tm) increased in up to
50% maintaining its native structure. In summary, this study shows that ChtCP is a
thermostable member of the M32 CP family that exhibits enzymatic activity over a wide
temperature range (from 20 °C to 99 °C) and activation in the presence of metal ions
(Co*?, Cr*2, Mg*?, Mn*?2 or Zn*?), important characteristics in the industrial application.

Keywords:  structural and  kinetic  characterization;  carboxypeptidase;
metalocarboxypeptidase; genome mining.



1. INTRODUCAO

Os consorcios bacterianos séo constituidos por comunidades microbianas que
podem possuir um conjunto de diferentes vias metabdlicas que permitem mediar a
degradacédo das diversas moléculas fornecendo enzimas com grande utilidade em
processos biotecnolégicos aplicados a industria. A importancia destes consorcios se
d4, em grande parte, devido a vantagens como especificidade, baixo custo, facilidade
de producdo em larga escala, aliadas ao aspecto de reduzir efeitos toxicos quando
comparado ao uso de xenobidticos, assim como ndo geram residuos ao ambiente. Ao
levarmos em consideracéo o potencial dos consorcios microbianos, as vantagens das
enzimas microbianas em processos biotecnologicos e o fato da busca por enzimas
com aplicagdes industriais estar centrada em um numero limitado de géneros
microbianos como Bacillus (MARUTHIAH et al., 2013), Pseudomonas (MEENA et al.,
2013) e Aspergillus (KANG et al., 2014), novas enzimas, melhoradas e / ou mais
versateis, tem sido a meta de muitos pesquisadores. Isto é facilitado com a exploragéo
de novos genomas bacterianos isolados desses consorcios.

Assim, a fim de desenvolver processos de producéo eficientes, sustentaveis e
economicamente competitivos, o uso da mineracdo de genomas bacterianos
(microbial genome mining) vem sendo explorado como uma abordagem que oferece
uma oportunidade sem precedentes na area da biotecnologia, devido a abundancia
de dados de sequéncia pré-existentes e inexplorados acumulados, sobretudo, gracas
ao advento da era “NGS” (next generation sequencing). A mineragdo de genomas
bacterianos, a qual é essencialmente uma metodologia de busca que utiliza como
padrdo sequéncias de enzimas da mesma familia, esta sendo usada na prospecc¢ao
de enzimas como endoglucanases, lacases, nitrilases, redutases, xilanases
(BACHMANN; VAN LANEN; BALTZ, 2014; HE et al., 2014), além de outras de grande
valor industrial como as peptidases (SIERRA et al., 2017).

O genoma de Chitinophaga sp. CB10, uma bactéria gram-negativa, néo-
patogénica, filamentosa, mesdfila, imovel, ndo formadora de esporos (KISH et al.,
2017), a qual foi isolada de um consércio degradador de biomassa e que ainda néo
teve nenhuma peptidase caracterizada, mostrou em seu genoma uma promissora

fonte de busca para novas enzimas.



Dentre as hidrolases, as peptidases (E.C. 3.4), sdo as mais importantes do
ponto de vista industrial, devido a capacidade de hidrolisar ligacdes peptidicas entre
residuos de aminoacidos, reacao de carater extremamente versatil nos mais diversos
processos biotecnologicos. Neste sentido, as peptidases podem ser utilizadas em
diversas atividades industriais, tais como processamento de bebidas, alimentos,
processamento de couro e pele, industrias téxteis, formulacdo de detergentes, no
amaciamento de carne e formulacdo de medicamentos. Os micro-organismos séo a
fonte mais empregada para a obtencao de proteases de uso industrial, obtidas através
de processos fermentativos (RAO et al., 1998). Sendo assim, as bactérias, fungos
filamentosos e leveduras sdo alvos crescentes de pesquisa a fim de alcancar novos
genes codificadores de proteases, além de aumentar a produtividade e a estabilidade
enzimatica daqueles que ja sdo admitidos como micro-organismos proteoliticos
(Sierra et al., 2017). Um relatério emitido em 2017 mostra que o mercado de
peptidases devera ultrapassar US$ 2,5 bilhdes até 2022
(https:/lwww.businesswire.com/news/home/20170220005683/en/Global-Protease
Market-Reach-2.50-Billion-2022).

Observando a versatilidade das proteases na industria e a demanda pela
descoberta de novas enzimas, este trabalho descreve a mineracdo de dados
gendmicos de Chitinophaga sp. CB10, para a prospecc¢ao e caracterizacao cinética e

estrutural de uma enzima proteolitica.
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6. CONCLUSAO

A ChtCP apresentou atividade em um amplo espectro de temperatura que
varia de 20° a 99°C. Os membros da familia M32 vém sendo estudados visando
a atividade enzimética sob altas temperaturas, porém ao pensarmos em
aplicacao industrial essa amplitude faz com que ChtCP possa ser explorada em
diferentes etapas térmicas do processo. A caracterizacdo estrutural unida a
caracterizacgao fisico-quimica possibilitou um delineamento racional para futuros
experimentos visando a aplicacdo da enzima na industria, ja que constatamos
que ChtCP compartilha regioes homologas com algumas

metalocarboxipeptidases em destaque nos diferentes setores industriais.
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