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1. INTRODUGAO

A obtencao de bioetanol a partir de biomassa celuldsica envolve inumeras
etapas, entre as quais a conversao enzimatica do polimero em unidades
individuais de acgucar tem sido o foco principal da industria de biotecnologia
(Yennamalli et al. 2013).

A celulose, um homopolimero de monémeros de glicose ligados a 3-1,4, é
o principal constituinte das paredes celulares vegetais e um dos polissacarideos
primarios da biomassa (Mansouri, et al. 2016). A celulose pode ser hidrolisada
pelo complexo multienzimatico da celulase em acgucares fermentaveis (ou seja,
glicose) e, portanto, fermentada em bioetanol como uma fonte de energia
sustentavel prontamente disponivel. As endoglucanases, uma das enzimas
necessarias ao processo, degradam as ligacbes [3-1,4-glicosidicas da celulose
cristalina em celooligossacarideos insoluveis ou soluveis na interface
solido-liquido (Seidel e Ted, 2023).

Um dos principais problemas do processo de transformacédo da celulose
em glicose é o alto custo das enzimas de sacarificagdo devido a necessidade de
altas concentragbes enzimaticas combinadas com ligagdo irreversivel
enzima-substrato e lento processo de hidrdlise enzimatica de celulose. A atividade
catalitica das enzimas celulase diminui rapidamente como resultado dessa ligagao
nao produtiva das enzimas ao substrato cristalino e a inibicado do produto final. As
enzimas ligadas a superficie do substrato ndo podem ser recuperadas e, portanto,
s&0 necessarias altas concentragbes de enzimas (ZHANG e ZHANG, 2013).
Outro problema é a instabilidade térmica de muitas das enzimas disponiveis, 0
que as torna menos eficientes em elevadas temperaturas e novamente, ha
necessidade de adicdo de mais enzimas ao processo.
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Neste estudo, duas variantes da celulase 5A de Xanthomonas axonopodis (PDB
ID: 4W7V) modificadas visando a termoestabilidade, com potencial aplicagdo econdmica,
foram expressas em bactéria. Cada variante apresenta uma mutagado pontual especifica
(G69Q ou S74A), em comparagdo com a enzima nativa e servirdo para testes futuros de
termoestabilidade e atividade especifica.

2. METODOLOGIA

Os plasmideos contendo os genes sintéticos para a expressao heterdloga
das enzimas foram previamente construidos por Woloski (2022). Os vetores foram
transferidos por choque térmico em Escherichia coli, cepa plysS. Os clones
expressando as proteinas de interesse foram cultivados em larga escala (500 mL)
e a expressao induzida com IPTG (Isopropil B-D-1- tiogalatopiranosideo) por 3 h.
As proteinas recombinantes foram solubilizadas em 8 M de uréia e purificadas por
cromatografia de afinidade no equipamento automatico AKTA purifier utilizando
coluna HiTrep chellant ion (Cytiva). As proteinas foram dialisadas, liofilisadas e
analisadas em SDS-PAGE 15%. As enzimas mutadas foram nomeadas de RW1
(G69Q) e RW2 (S74A). O vetor contendo o gene da proteina original foi utilizado
nas etapas de transformacao e expressao como controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste projeto duas enzimas engenheiradas para melhorar a estabilidade
térmica foram produzidas. A expressao das proteinas recombinantes RW1 e RW2
foi confirmada por cromatografia de afinidade em sistema automatico AKTA (Fig.
1A e 1B). Em ambos os casos, foi observado pico de eluicdo apds aplicagao do
gradiente, indicando a presenca das proteinas de interesse ligadas a coluna. A
analise em gel SDS-PAGE (Fig. 1C) revelou que RW1 e RW2 foram expressas
predominantemente na fragao insoluvel, com bandas intensas compativeis com o
peso molecular esperado. Os controles, RW2 nao induzido e E. coli nao
transformada nao apresentaram bandas adicionais, confirmando que as proteinas
detectadas correspondem as recombinantes. Esses resultados demonstram a
expressao de RW1 e RW2, embora majoritariamente em corpos de incluséo, ja
que parte das proteinas foram também purificadas da fragdo soluvel (Dados nao
mostrados). Por outro lado, ndao foi possivel recuperar a proteina original nos
testes de expresséo realizados, até o momento.

Para as etapas seguintes, serdo realizados ensaios de atividade
especificas e de estabilidade térmica das enzimas e comparagdo com a proteina
original. Para isto, pretende-se produzir efetivamente a proteina nativa usando as
mesmas estratégias usadas para as enzimas modificadas. Nos testes de
atividade, as proteinas serdo avaliadas in vitro, confirmando se as alteragbes
melhoram de fato a termoestabilidade da enzima. Para isso, sera utilizado o
método de andlise por ensaio de DNSA (Acido dinitrosalicilico). O &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNSA) é um reagente amplamente utilizado em bioquimica
para a quantificacdo de agucares redutores, como glicose, maltose e celobiose,
liberados durante reagdes enzimaticas (ex.: atividade de celulases, amilases e
outras glicosidases).
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Figura 1- (A) Resultado da cromatografia em coluna de afinidade usando sistema
automatico AKTA purifier da proteina RW1. (B) Resultado para RW2. (C) Analise em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE ap6s purificacdo. 1- Marcador de Massa Molecular, 2- Soro
Albumina Bovina (BSA), 3- RW2 n&o induzida, 4- RW1 fragdo insoluvel (Pico 4), 5- RWA1
fracao insoluvel (5), 6- RW1 fracdo insoluvel (6), 7- RW2 fracao insoluvel (12), 8- RW2
fragao insoluvel (13), 9- RW2 fragao insoluvel (14), 10- PlysS i transformada.

4. CONCLUSOES

As variantes recombinantes RW1 e RW2 da celulase 5A de Xanthomonas
axonopodis foram expressas com sucesso, confirmando a eficiéncia da estratégia
de engenharia de proteinas. Apesar de ocorrerem majoritariamente em corpos de
inclusdo, a recuperacgao parcial em fragdes soluveis possibilita a continuidade dos
estudos funcionais. A auséncia de expressao da proteina nativa indica a
necessidade de ajustes no processo, mas ndo compromete o potencial das
variantes obtidas. Ensaios futuros de atividade e estabilidade térmica seréo
decisivos para verificar se as mutagdes foram efetivas em melhorar a estabilidade
térmica.
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