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RESUMO

O aumento da producao agroindustrial tem intensificado a geracdo de residuos
lignoceluldsicos, tornando necessaria a busca por alternativas sustentdveis para seu
aproveitamento. Esses materiais sdo compostos principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, estruturas recalcitrantes que demandam tratamentos eficientes para sua degradagao.
Nesse contexto, as celulases destacam-se por sua capacidade de hidrolisar a celulose, gerando
acucares fermentesciveis com potencial aplicagdo biotecnoldgica. Entre essas enzimas, as
endoglucanases atuam na clivagem de ligagdes B-1,4-glicosidicas internas da celulose amorfa.
Fungos fitopatdégenos, como Moniliophthora perniciosa, constituem fontes promissoras
dessas enzimas, incluindo a endoglucanase EG45, alvo deste estudo. O trabalho teve como
objetivo avaliar a expressao heterdloga da EG45 a partir de pET-32a em Escherichia coli,
visando identificar condi¢des favoraveis para sua produg¢do recombinante. Para isso, foram
avaliadas diferentes cepas hospedeiras (BL21 Star, C41 e C43), concentragdes de IPTG (0,1;
0,5; 1,0 e 2,0 mM) e temperaturas de cultivo (16, 20, 25 e 30 °C). A expressao da proteina foi
analisada por SDS-PAGE, permitindo a selecdo das condi¢des mais promissoras para
posterior avaliagdo da solubilidade por lise celular via sonica¢do e analise das fragdes soluvel
e insoluvel. Os resultados demonstraram expressao da EG45 na maioria das condigdes
testadas, com maiores niveis observados nas cepas BL21 Star e C41. Além disso, foi
identificado um padrao de saturagdo da expressdao a partir de 0,5 mM de IPTG, nao sendo
observados ganhos expressivos com concentracdes superiores do indutor. Em relagdo a
temperatura, as maiores intensidades de expressdo foram verificadas a 25 °C e 30 °C. A
analise de solubilidade revelou predominédncia da proteina na fracdo insolavel, indicando a
formacgao de corpos de inclusdo. Embora as cepas BL21 Star e C43 tenham apresentado menor
acumulo de proteina insoluvel, sugerindo a possibilidade de uma fracao soltvel nao detectada,
a cepa C41 foi selecionada para a continuidade do bioprocesso por combinar elevado
rendimento de expressdo e maior estabilidade metabolica associada ao sistema T7. Dessa
forma, a concentracdo de 0,5 mM de IPTG, a temperatura de 25 °C e a cepa C41 foram
definidas como as condi¢des mais promissoras para futuras etapas de otimizacao e

escalonamento da producdo recombinante da endoglucanase EG45.

Palavras-chave: celulase; producao recombinante; BL21 Star(DE3); C41(DE3).



ABSTRACT

The increase in agro-industrial production has intensified the generation of lignocellulosic
residues, making it necessary to seek sustainable alternatives for their utilization. These
materials are mainly composed of cellulose, hemicellulose, and lignin, recalcitrant structures
that require efficient treatments for their degradation. In this context, cellulases stand out due
to their ability to hydrolyze cellulose, generating fermentable sugars with potential
biotechnological applications. Among these enzymes, endoglucanases act by cleaving internal
B-1,4-glycosidic bonds in amorphous cellulose. Phytopathogenic fungi, such as
Moniliophthora perniciosa, represent promising sources of these enzymes, including the
endoglucanase EG45, which is the focus of this study. The aim of this work was to evaluate the
heterologous expression of EG45 in Escherichia coli in order to identify favorable conditions
for its recombinant production. For this purpose, different host strains (BL21 Star, C41, and
C43), IPTG concentrations (0.1, 0.5, 1.0, and 2.0 mM), and cultivation temperatures (16, 20,
25, and 30 °C) were evaluated. Protein expression was analyzed by SDS-PAGE, allowing the
selection of the most promising conditions for subsequent solubility assessment through cell
lysis by sonication and analysis of the soluble and insoluble fractions. The results
demonstrated EG45 expression under most of the tested conditions, with the highest levels
observed in the BL21 Star and C41 strains. Furthermore, a saturation pattern of expression
was identified from 0.5 mM IPTG onward, with no significant gains observed at higher
inducer concentrations. Regarding temperature, the highest expression intensities were
detected at 25 °C and 30 °C. Solubility analysis revealed a predominance of the protein in the
insoluble fraction, indicating the formation of inclusion bodies. Although the BL21 Star and
C43 strains showed lower accumulation of insoluble protein, suggesting the possibility of an
undetected soluble fraction, the C41 strain was selected for continuation of the bioprocess
because it combined high expression yield with greater metabolic stability associated with the
T7 expression system. Thus, an IPTG concentration of 0.5 mM, a cultivation temperature of
25 °C, and the C41 strain were defined as the most promising conditions for future

optimization and scale-up of recombinant endoglucanase EG45 production.

Keywords: cellulase; recombinant production; BL21 Star(DE3); C41(DE3).
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INTRODUCAO

O crescimento populacional e o aumento da demanda por alimentos tém
intensificado a pressao sobre o setor agroindustrial, especialmente no que se refere a geragao
de residuos. Como consequéncia, observa-se um aumento significativo na producio desses
materiais (BORGES; MARTINS; BASSO, 2025). Paralelamente, a forte dependéncia de
combustiveis fosseis no setor energético e industrial agrava esse cenario, contribuindo para a
emissao de gases de efeito estufa e para o esgotamento de recursos ndo renovaveis
(PADILHA et al., 2026). Dentre os principais tipos de residuos, destacam-se os de natureza
lignoceluldsica, provenientes tanto das atividades agricolas quanto do processamento
industrial (ASTUDILLO et al., 2023; LIMA et al., 2025).

De modo geral, a gestdo inadequada desses residuos ocasiona diversos prejuizos
ao meio ambiente, afetando o solo, a 4gua e o ar, além de resultar na perda de potencial
energético e de oportunidades para a geragdo de subprodutos (CORDEIRO et al., 2020). Esses
materiais apresentam elevada recalcitrancia, o que exige tratamentos especificos, como
aqueles realizados em biorrefinarias, que promovem sua conversao em produtos de maior
valor agregado e sua reinser¢cdo em cadeias produtivas. Dessa forma, contribuem para o
escalonamento industrial dentro de uma perspectiva de economia circular, alinhada aos
principios de sustentabilidade e ao aproveitamento eficiente de recursos (SANTOS; RAMBO;
SCAPIN, 2024).

No Brasil, a elevada produgado agricola, especialmente de culturas como cana-de-
acucar e café, evidencia o grande potencial de geracdo desses residuos (CONAB, 2025;
CONAB, 2026). Esses materiais sdo ricos em biomassa lignocelulosica, composta
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. Esses trés componentes desempenham
fungdes estruturais especificas que, em conjunto, contribuem para a recalcitrancia desses
materiais, tornando necessario o uso de tratamentos adequados, como os enzimaticos, para sua
degradacdo (WU et al., 2023).

As enzimas, como catalisadores biologicos, apresentam grande relevancia
industrial devido a sua alta especificidade por seus respectivos substratos (GAETE;
TEODORO; MARTINAZZO, 2020). Sao utilizadas estrategicamente em diversos setores,
como o farmacéutico, téxtil, de papel e de vinhos. Dentre elas, as celulases destacam-se como
algumas das mais empregadas, sendo classificadas em endoglucanases, exoglucanases e [3-
glicosidases (HUSSAIN et al., 2025; RODARTE et al., 2024). A atuagao sinérgica desses trés

tipos enzimatico sobre o substrato aumenta significativamente a eficiéncia de degradacao,
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promovendo a libera¢do de aguicares fermentesciveis, que podem ser utilizados, por exemplo,
na producdo de biocombustiveis (CORDEIRO et al., 2020; MAFA; PLETSCHKE;
MALGAS, 2021).

As plataformas de obtencdo dessas enzimas incluem, principalmente, o uso de
microrganismos. Os fungos, especialmente os filamentosos, apresentam grande potencial
devido a sua elevada capacidade de decomposicdo de material vegetal (HUANG; WANG;
LIU, 2024). Dependendo da espécie, esses organismos podem produzir diferentes familias de
celulases, que atuam de maneira variada (CHEN et al., 2025). Diversas espécies tém sido
exploradas industrialmente, com destaque para os géneros Aspergillus, Penicillium e
Trichoderma (NAZIR et al., 2024).

Apesar do amplo uso desses microrganismos, ainda ha intensa busca por novas
fontes promissoras de enzimas lignoceluloliticas. Nesse contexto, estudos tém investigado o
uso de fungos fitopatogénicos como fonte enzimatica,visto que suas enzimas apresentam
adaptagdes naturais para a degradacdo vegetal, exibindo alta especificidade e estabilidade em
diferentes faixas de pH e temperatura (ALMEIDA et al., 2022; SANTANA et al., 2023;
VITOR et al., 2024). Destaca-se o fungo Moniliophthora perniciosa, agente causador da
doenca conhecida como vassoura-de-bruxa, que afeta o cacaueiro, sendo considerado uma
fonte natural de celulases (SOUSA FILHO et al., 2021). Entre as enzimas produzidas por esse
fitopatdgeno, destaca-se a endoglucanase EG45, pertencente a familia 45 das glicosideo
hidrolases (GH45) e com massa molecular tedrica de aproximadamente 38 kDa. Sua principal
funcdo consiste na clivagem de ligacdes P-1,4-glicosidicas internas da celulose amorfa,
atuando de forma importante tanto no processo de infec¢do vegetal quanto na degradacdo da
parede celular da planta hospedeira (SANTANA , 2025).

No entanto, devido a questdes de biosseguranca, seu uso direto na industria ¢
limitado, tornando necessarias alternativas como a expressao heteréloga em organismos mais
seguros e adequados.

Entre os principais organismos utilizados como hospedeiros para expressao
heter6loga, destaca-se Escherichia coli, amplamente empregada devido a sua facilidade de
cultivo, manipulacdo genética e ao vasto conhecimento disponivel sobre sua fisiologia e
estratégias de expressdo (GOMES et al., 2016). Alguns estudos ja demonstraram a expressao
em E. coli de celulases funcionais de fungos fitopatogénicos, incluindo M. perniciosa e outras
espécies (SANTANA, 2025; VITOR et al., 2024). Entretanto, os niveis de produgao relatados
ainda sdo limitados, evidenciando a necessidade de otimizacao das condi¢des de expressao e

do processo produtivo para viabilizar rendimentos compativeis com aplicacdes em escala
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industrial (SANTANA, 2025).

Diante dos baixos rendimentos descritos para a expressdo de celulases fungicas,
espera-se que a modulacdo da temperatura de cultivo e da indugao por IPTG, aliada a escolha
de cepas hospedeiras especificas, atue diretamente na melhoria do rendimento e da
solubilidade da endoglucanase de M. perniciosa.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo aprimorar a expressao de uma
endoglucanase recombinante de M. perniciosa expressa em sistema heterologo de E. coli, por
meio da variagdo de cepas comerciais, da temperatura de cultivo e das condi¢des de inducao
com IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo), bem como avaliar a solubilidade da

proteina obtida.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Residuos agroindustriais e biorrefinarias

O aumento da demanda global por alimentos e biomassa tem intensificado a
expansdo das atividades agroindustriais. Como consequéncia, observa-se um crescimento
significativo na geracdo de residuos oriundos do processamento de matérias-primas, o que
tem despertado crescente preocupagdo quanto ao seu manejo € impacto ambiental (BORGES;
MARTINS; BASSO, 2025).

Além da crescente geragdo de residuos, outro desafio associado ao modelo
industrial atual esta relacionado a elevada dependéncia de recursos ndo renovaveis,
especialmente combustiveis fosseis, amplamente utilizados para suprir a demanda energética
global. A exploragdo intensiva desses recursos contribui para o aumento das emissoes de
gases de efeito estufa e para o agravamento das mudancas climaticas. Além disso, impacta
diretamente a qualidade do ar e contribui para o aquecimento global, implicando prejuizos
indiretos e diretos a saude humana (PADILHA et al., 2026). Nesse contexto, os residuos
agroindustriais passam a ser considerados fontes promissoras de biomassa renovavel, com
potencial para reduzir a dependéncia de combustiveis fosseis e contribuir para a diversificagao
da matriz energética.

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores agricolas do mundo,
apresentando elevada producao de culturas de grande importidncia econdmica e ricas em
biomassa lignocelulosica. No caso da cana-de-actcar, por exemplo, a produgdo nacional ¢

estimada em aproximadamente 709 milhdes de toneladas no primeiro levantamento na safra
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2026/2027, havendo um aumento de 5,3% em relagdo ao levantamento anterior (CONAB,
2026). De forma semelhante, o café também possui grande relevincia no cenario agricola
brasileiro, com produ¢do estimada em aproximadamente 66,2 milhdes de sacas beneficiadas
no primeiro levantamento de 2026, representando um aumento de 17,1% do que o foi
registrado no final de 2025, distribuidas entre as variedades ardbica e conilon (CONAB,
2026). Esses dados evidenciam que apenas uma parcela das culturas agricolas do pais ja ¢
capaz de gerar quantidades expressivas de residuos agroindustriais, ressaltando o potencial
desses materiais para aplicagdes biotecnologicas.

Os residuos agroindustriais podem ser classificados, de maneira geral, em
residuos de campo e de processamento. Os residuos de campo sdo gerados durante as etapas
de cultivo e colheita, incluindo materiais como folhas, palhas e caules. J4 os de processamento
sao produzidos apds o beneficiamento da matéria-prima agricola, originando subprodutos
como bagaco, cascas e melago. Muitos desses materiais apresentam elevada fracdo de
biomassa lignocelulésica, o que os torna potenciais matérias-primas para processos
biotecnoldgicos e para a geracdo de bioprodutos de valor agregado (LIMA et al., 2025;
ASTUDILLO etal., 2023).

De maneira geral, a gestdo inadequada desses materiais pode causar impactos
ambientais e sociais significativos, como degradacdo do solo, poluicao hidrica e atmosférica,
além da perda de biomassa com potencial de aproveitamento energético, especialmente no caso
dos residuos lignocelulosicos, cuja elevada recalcitrancia dificulta sua degradagao natural no
ambiente (CORDEIRO et al., 2020).

Diante da elevada recalcitrancia desses residuos e dos impactos associados ao seu
acumulo, surge a necessidade de estratégias sustentdveis de aproveitamento, como as
biorrefinarias, que visam converter a biomassa lignoceluldsica em energia e bioprodutos de
valor agregado, contribuindo para a transicdo da induastria para um modelo de economia
circular, em substitui¢do ao modelo linear que ¢ baseado na producao, processamento e descarte
(SANTOS; RAMBO; SCAPIN, 2024). Nesse contexto, o aproveitamento eficiente da biomassa
lignocelulodsica torna-se um aspecto central para o desenvolvimento de processos sustentaveis

de valorizagao desses residuos.

2.2 Biomassa lignocelulosica e estrutura da celulose

De modo geral, os materiais lignocelulosicos sdao constituidos predominantemente

por celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1), que representam aproximadamente 30—45%,
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15-25% e 15-25% da biomassa seca, respectivamente. Esses componentes encontram-se
estruturalmente associados por diferentes interagdes, incluindo ligagdes covalentes, formando
um arranjo altamente resistente a degradagao (WU et al., 2023).

Estruturalmente, a celulose ¢ formada por um polimero linear constituido por
unidades de B-D-glicopiranose conectadas por ligagcdes B-(1—4). Essas cadeias lineares
estabelecem interagdes intermoleculares por meio de ligagdes de hidrogénio, organizando-se
em microfibrilas que se agrupam em fibrilas maiores e originam fibras de celulose com
elevado grau de ordenacdo. Essa organizacdo resulta na formagdao de regides cristalinas,
caracterizadas por alta compactagdo estrutural, o que reduz a acessibilidade as enzimas e
dificulta processos de pré-tratamento para a biomassa. Além dessas regides, a celulose
também apresenta por¢des amorfas, menos organizadas, que sao mais suscetiveis a acao
enzimatica e quimica (ILIC et al., 2023; SANTIAGO, 2017).

A hemicelulose, por sua vez, consiste em um heteropolissacarideo ramificado
composto por diferentes monossacarideos, como xilose, manose, glicose e arabinose,
apresentando menor grau de polimerizacdo e organizacao estrutural predominantemente
amorfa quando comparada a celulose. A lignina € um polimero aromatico complexo derivado
de unidades fenilpropanoides, como coniferil, sinapil e p-cumaril, que se associa aos
polissacarideos da parede celular vegetal. Essa associagdo contribui para a rigidez estrutural, a
impermeabilidade a dgua e a protecdo da parede celular vegetal contra estresses ambientais e
degradagdo microbiana (ILIC et al., 2023).

A resisténcia da celulose a degradagao esté relacionada a presenca da hemicelulose
e da lignina na parede celular vegetal. Enquanto a hemicelulose pode dificultar o
reconhecimento enzimatico devido a grupamentos acetilados, a lignina atua como uma
barreira fisica que restringe o acesso das enzimas a celulose. Essa organizacao estrutural
complexa confere a biomassa lignocelulosica um elevado grau de recalcitrancia, tornando-a
naturalmente resistente a degrada¢do quimica, fisica e enzimatica (SANTIAGO, 2017). Por
isso, etapas de pré-tratamento sdo geralmente necessdrias para aumentar a acessibilidade da
celulose e tornar a hidrolise da biomassa mais eficiente, permitindo que enzimas hidroliticas,

como as celulases, atuem sobre os polissacarideos da parede celular.

Figura 1- Representacdo dos principais componentes da biomassa lignoceluldsica. A celulose
¢ formada por cadeias lineares de glicose ligadas por B-(1—4), a hemicelulose consiste em um
heteropolissacarideo ramificado e a lignina ¢ um polimero aroméatico formado por unidades

fenilpropanoides, como p-cumaril (H), coniferil (G) e sinapil (S).
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2.3 Celulases e atuac¢ao na hidrolise da celulose

As enzimas sdo catalisadores biologicos que aceleram reagdes quimicas ao reduzir
a energia de ativacao do processo. Devido a sua complexidade estrutural, a sintese quimica
dessas moléculas ¢ limitada, sendo sua produgdo majoritariamente realizada por organismos
vivos. Nesse contexto, os microrganismos se destacam como principais produtores industriais
de enzimas, em virtude de sua facilidade de cultivo, elevada taxa de crescimento e capacidade
de secrecao enzimatica (GAETE; TEODORO; MARTINAZZO, 2020).

A degradagao da biomassa lignoceluldsica depende da ag¢do de diferentes enzimas
hidroliticas, entre as quais se destacam as celulases, responsaveis pela conversdo da celulose
em acucares fermentesciveis. Essas enzimas apresentam grande potencial biotecnologico e
sao amplamente exploradas em diferentes setores industriais, como as industrias farmacéutica,
de biocombustiveis, papel, té€xtil e vinicola. Suas propriedades cataliticas e a capacidade de
hidrolisar substratos especificos tornam essas biomoléculas estratégicas para processos
produtivos mais eficientes, especialmente quando associadas aos avangos da engenharia
genética e da biotecnologia, contribuindo para o desenvolvimento industrial de forma mais
sustentavel e ecologica (RODARTE et al., 2024).

Segundo Hussain et al. (2025), as celulases podem ser classificadas, de maneira
geral, em trés grupos principais: endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases, sendo que
cada uma desempenha um papel especifico no processo de hidrolise da cadeia de celulose.

Nesse processo, o desempenho enzimatico ¢ otimizado pela acdo sinérgica entre os diferentes
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tipos de enzimas, favorecendo a conversio da celulose em glicose. As principais
caracteristicas e classificagdes das celulases envolvidas na hidrélise da celulose estdo
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1- Classificagao das celulases, respectivos nimeros EC e caracteristicas funcionais

na degradacdo da celulose.

Enzyme
Nome Caracteristicas Referéncias
Commission (EC)

Endoglucanase EC3.2.1.4 Hidrolisam ligagdes -(1—4) no interior das (ALI et al., 2026;
regides amorfas da celulose, formando HUSSAIN et al.,
oligossacarideos menores @ novas 2025)
extremidades de cadeia.

Exoglucanase ou EC3.2.191 Atuam nas extremidades das cadeias de (KAMANDE;

celobiohidrolase celulose, hidrolisando ligagdes B-(1—4) ¢ OMWENGA;
liberando principalmente celobiose; podem NGUGI, 2024;
agir tanto nas extremidades redutoras quanto SRIVASTAVA et
nas ndo redutoras. al., 2023)
Hidrolisam celobiose ® outros (REN et al., 2024)

p— glicosidase EC3.2.1.21 oligossacarideos  derivados da celulose,

liberando moléculas de glicose e completando

a agao das celulases.

Fonte : Elaborado pelo autor

No contexto industrial, o principal interesse estd na forma como os diferentes
tipos de celulases atuam de maneira integrada para aumentar a eficiéncia da degradagdo da
celulose e a liberagdo de acticares fermentesciveis. De modo geral, as endoglucanases iniciam
o processo ao romper ligagdes glicosidicas de forma aleatéria no interior da cadeia polimérica,
principalmente nas regides amorfas, gerando novas extremidades de cadeia. Essas extremidades
passam a servir de substrato para as exoglucanases, que atuam nas extremidades das cadeias,
liberando principalmente celobiose. Posteriormente, a celobiose ¢ hidrolisada em glicose pela
acdo das B-glicosidases, completando a sacarificagdo da celulose. A cooperacao funcional
entre essas enzimas caracteriza o sinergismo enzimatico (Figura 2), essencial para a conversao
eficiente da biomassa lignocelulosica em agucares fermentesciveis (CORDEIRO et al., 2020;

MAFA; PLETSCHKE; MALGAS, 2021).
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Figura 2 - Representagdo esquematica do sinergismo entre celulases.
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2.4 Fungos como fonte de celulases

A degradagdo de materiais lignoceluldsicos desempenha papel central na ciclagem
de nutrientes, sendo conduzida majoritariamente por microrganismos decompositores. De
maneira geral, bactérias e fungos destacam-se como os principais agentes envolvidos nesse
processo, atuando por meio da producdo de enzimas hidroliticas responsaveis pela degradagao
da biomassa vegetal. Apesar da diversidade de microrganismos envolvidos, alguns grupos
apresentam maior eficiéncia, principalmente devido a elevada capacidade de producao e
secrecdo de enzimas (DATTA, 2024; LI et al., 2024).

Os fungos, especialmente os fungos filamentosos, destacam-se pela elevada
eficiéncia na decomposi¢do da biomassa vegetal. Esses organismos apresentam sistemas
metabolicos altamente desenvolvidos, permitindo a producao de uma ampla diversidade de
enzimas lignoceluloliticas, frequentemente superior a observada em bactérias (HUANG;
WANG; LIU, 2024). Esses microrganismos podem ser classificados em fungos de
decomposi¢cdo parda, branca e branda, de acordo com sua capacidade de degradar os
diferentes componentes da lignocelulose. No entanto, esses grupos apresentam diferengas na
diversidade de enzimas produzidas, o que influencia sua eficiéncia degradativa (HSIN et al.,
2025).

Os fungos associados a decomposi¢cdo branca destacam-se pela capacidade de
degradar simultaneamente celulose, hemicelulose e lignina, promovendo uma degradagao mais

completa do material, ainda que de forma mais lenta. Em contraste, os fungos de
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decomposi¢do parda atuam principalmente sobre celulose e hemicelulose, apresentando
limitada agdo sobre a lignina, porém com maior adaptagdo a condi¢des ambientais adversas.
Ja& os fungos relacionados a decomposicdo branda apresentam atuacdo mais restrita,
degradando celulose e hemicelulose de maneira significativa, o que resulta em menor
eficiéncia global (CHEN et al., 2025). Essas diferengas tornam os fungos de decomposi¢ao
branca particularmente relevantes para aplicagdes biotecnoldgicas, especialmente na producao
de enzimas destinadas a hidrdlise de biomassa lignoceluldsica em processos industriais.

Em nivel molecular, essas diferencas também se refletem na composi¢do e
diversidade das enzimas envolvidas na degradacdo da celulose. Segundo Sista Kameshwar e
Qin (2018), observa-se, a partir de uma analise genomica, diferencas na distribuicdo de
algumas familias de hidrolases de glicosideos associadas a degradacdo da celulose entre
fungos de decomposigdo branca, parda e branda. Entre as celulases, destaca-se a auséncia da
familia GH-48, relacionada as exoglucanases, em fungos de decomposicdo parda e branda,
além da reducao de outras enzimas como GH-9 e GH-45. Por outro lado, as familias GH-5
(endoglucanases) e GH-3 (B-glucosidases) apresentam maior abundancia entre os grupos,
indicando seu papel central na hidrolise da celulose.

Essas caracteristicas estruturais, funcionais e moleculares ndo apenas determinam
a eficiéncia degradativa desses organismos, mas também estdo diretamente relacionadas ao
seu potencial de aplicacdo em processos biotecnoldgicos. Nesse contexto, os fungos
filamentosos apresentam uma série de vantagens que os tornam particularmente atrativos para
a producao de enzimas de interesse industrial.

Dentre essas, destaca-se a elevada capacidade de secrecdo extracelular de
enzimas, facilitando sua recuperacdo e aplicagdo em diferentes processos industriais. Além
disso, a plasticidade metabolica desses organismos, aliada a sua capacidade de adaptacdo e
colonizagdo de ambientes diversos, contribui para sua eficiéncia na degradagdo de substratos
complexos. Outro aspecto relevante ¢ a presenca de mecanismos de modificagdo pos-
traducional, que possibilitam a produgdo de enzimas funcionalmente mais estaveis e ativas,
representando uma vantagem em relagdo a outros sistemas bioldgicos, como bactérias
(ROTH; WESTRICK; BALDWIN, 2023; SALAZAR-CEREZO; DE VRIES; GARRIGUES,
2023).

Nesse contexto, diversos fungos filamentosos tém sido amplamente explorados
em processos industriais devido a sua elevada capacidade de producdo de enzimas
lignoceluloliticas. Dentre esses, destacam-se espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e

Trichoderma (NAZIR et al., 2024). Segundo Sohail et al. (2022), a producdo de celulases
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¢ amplamente realizada na industria utilizando Trichoderma reesei, em fungdo do amplo
conhecimento acerca desse organismo e de sua elevada capacidade de secrecdo de diferentes
enzimas celuloliticas. Além disso, outros fungos também demonstram elevado potencial para a
producdo de enzimas lignoceluloliticas, como Aspergillus terreus (KADOGUCHI et al.,
2024), Aspergillus niger (BELLAOUCHI et al., 2021) e Penicillium oxalicum (LI et al., 2020;
YAO et al, 2016). Apesar dos amplos estudos com essas espécies, visando seu
aprimoramento continuo, novos microrganismos continuam sendo investigados quanto ao seu
potencial biotecnolédgico.

Nesse contexto, fungos fitopatogénicos tém emergido como fontes promissoras de
enzimas degradadoras da parede celular vegetal devido a sua adaptacdo evolutiva para romper
tecidos vegetais sob condigdes de estresse de campo, gerando biocatalisadores naturalmente
mais robustos e tolerantes a flutuagdes de calor e de pH que as linhagens industriais
tradicionais.

Entre eles, destaca-se M. perniciosa, agente causador da vassoura-de-bruxa, uma
das principais doencas que afetam a cultura do cacaueiro, comprometendo a produgdo e a
qualidade dos frutos e impactando significativamente a cadeia produtiva do cacau,
especialmente em regides como a Amazodnia brasileira e o estado da Bahia (SOUSA FILHO
etal., 2021).

A literatura recente comprova essa versatilidade no fungo M. perniciosa. Santana
et al. (2023) caracterizaram uma carboximetilcelulase capaz de reter 88,66% de sua atividade
a 90 °C por 30 minutos operando em pH Otimo mais neutro de 7,2. A producao de -
glicosidase por M. perniciosa foi investigada por Almeida et al. (2022) a partir do extrato
bruto fungico, apresentando valores ideais de atividade enziméatica em pH 4,5 e temperatura
de 60 °C, além de estabilidade térmica no intervalo de 50 °C a 90 °C. Por sua vez, Vitor et al.
(2024) descreveram a producdo de uma f-glicosidase recombinante proveniente deste fungo
em c¢lulas de E. coli, a qual demonstrou atividade hidrolitica em pH 5,0 a temperatura de 60
°C.O estudo de fitopatdgenos como esse contribui para a identificagdo de enzimas
celuloliticas mais eficientes e de novas fontes com potencial aplicacdo industrial, visto que
esses biocatalisadores demonstram capacidade de adaptacdo as condicdes severas dos
processos bioprocessuais.

No entanto, devido a questdes de biosseguranga, esses organismos nao sao
adequados para uso direto em processos industriais, o que torna a expressao heteréloga uma
estratégia fundamental para a producdo segura e controlada dessas enzimas. Nesse contexto,

enzimas de M. perniciosa tém sido exploradas por meio dessa abordagem, ampliando sua
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aplicabilidade em diferentes processos biotecnoldgicos. Estudos recentes demonstraram a
expressdo funcional de endoglucanases desse organismo em E. coli, evidenciando o potencial
dessa estratégia, embora ainda sejam necessarios aprimoramentos nas condi¢des de expressao

e no desempenho enzimatico (SANTANA, 2025; VITOR et al., 2024).

2.5 Endoglucanase de Moniliophthora perniciosa (EG45)

Considerando a importancia das endoglucanases na degradagao da celulose, torna-
se relevante compreender as caracteristicas estruturais e funcionais da enzima EGA45,
denominacdo adotada por Santana (2025) para a proteina objeto de estudo deste trabalho.

A enzima EG45 utilizada neste estudo ¢ uma endoglucanase proveniente do fungo
M. perniciosa, classificada na familia GH45 das glicosil hidrolases. A classificacdo das
glicosil hidrolases em familias baseia-se na similaridade da sequéncia de aminoécidos, na
estrutura tridimensional e no mecanismo catalitico das enzimas, as quais sdo responsaveis pela
hidrodlise de ligagdes glicosidicas entre dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e
uma por¢ao ndo carboidrato (HENRISSAT; BAIROCH, 1993 ;HENRISSAT; DAVIES,
1997).

Segundo Santana (2025), a analise da sequéncia da EG45 realizada no servidor
ProtParam revelou que a proteina ¢ composta por 205 residuos de aminoacidos, apresenta massa
molecular tedrica de aproximadamente 20,9 kDa, sendo considerada uma enzima de baixo peso
molecular, e ponto isoelétrico teorico (pl) de 4,34, caracterizando-a como uma proteina de
natureza 4cida. Essas propriedades fornecem informacgdes importantes para compreender o
comportamento da enzima durante sua expressao heteréloga e as etapas de purificagdo, além de
servirem como parametros para sua caracteriza¢ao bioquimica.

O estudo também demonstrou a obten¢ao da enzima em sua forma soluvel e ativa,
alcangando uma concentragdo de proteina soluvel total de 27,94 mg/L. Além disso, a EG45
apresentou atividade o6tima em pH 6,0 e temperatura de 50 °C, condi¢des compativeis com
processos industriais de sacarificagao de biomassas lignocelulosicas, reforcando seu potencial

para aplicacdes biotecnologicas.

2.6 Expressao heterologa de enzimas

A expressao heterologa de proteinas, baseada em técnicas de DNA recombinante,

consiste na producdo de proteinas recombinantes em sistemas hospedeiros distintos do
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organismo de origem (WATTS et al., 2021). Esse processo envolve a inser¢do de genes de
interesse em vetores de expressdo e sua posterior introdu¢do em um organismo hospedeiro
adequado, permitindo a sintese controlada da proteina desejada (YESILIRMAK; SAYERS,
2009). Dessa forma, a expressao heterdloga configura-se como uma ferramenta essencial da
biotecnologia moderna, amplamente utilizada na produ¢@o de enzimas e outras biomoléculas
de interesse para industria.

No contexto da bioprospec¢do de enzimas, especialmente aquelas provenientes de
microrganismos, a expressao heterdloga torna-se uma etapa essencial apds a identificagao de
genes com potencial biotecnolégico. Na industria, a utilizagdo de fungos como degradadores
de biomassa lignoceluldsica ¢ amplamente difundida; no entanto, esses organismos podem
apresentar limitagoes relacionadas as exigéncias especificas de cultivo e indugdo da produgao
enzimatica (LAMBERTZ et al., 2014). Nesse sentido, a expressdo heterdloga surge como
uma estratégia capaz de superar tais limitagdes, permitindo a produ¢ado eficiente de enzimas
em sistemas hospedeiros mais adequados, frequentemente com menor custo € maior controle
do processo, tanto de organismos procaridticos quanto eucarioticos (MARTINEZ-
OLIVARES; COCA-RUIZ, 2025).

Diversos sistemas hospedeiros tém sido utilizados na expressdo heterdloga de
proteinas, incluindo bactérias, leveduras, fungos filamentosos, células de inseto e células de
mamiferos. Entre os sistemas bacterianos, destaca-se E. coli, amplamente utilizada devido a
sua facilidade de cultivo e manipulagdo genética. Por outro lado, sistemas eucarioticos, como
as leveduras Saccharomyces cerevisiae ¢ Pichia pastoris, bem como fungos filamentosos
como Aspergillus niger, permitem a realizacdo de modificacdes poOs-traducionais mais
complexas. Ja sistemas baseados em células de inseto e de mamiferos sdo frequentemente
utilizados para a expressdo de proteinas com maior complexidade estrutural e funcional
(GOMES et al., 2016). A escolha do sistema hospedeiro mais adequado depende de fatores
como custo, rendimento, complexidade da proteina e necessidade de modificagdes estruturais,

sendo esses aspectos determinantes para o sucesso da producao recombinante (Tabela 2).
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Tabela 2 - Comparagao entre os principais sistemas hospedeiros utilizados na expressao

heter6loga de proteinas, destacando suas vantagens e desvantagens.

Sistema Hospedeiro  Beneficios Limitacdes

Escherichia coli Facil; Nao possui maquinario para remover introns;
Répido; Genes estrangeiros podem  causar
Econdmico; terminacdo prematura da expressdo génica;

Alta taxa de crescimento;

Capacidade de fermentagdo continua;

Viés de codons;

Auséncia de modificagdes pds-traducionais;
Glicosilagdo extremamente incomum em
bactérias;

Produgao de proteinas insoluveis (corpos de
inclusdo);

Degradagao de proteinas;

Acumulo de endotoxinas;

Bacillus subtilis

Nao produz LPS/endotoxinas;

Pode ser transformado facilmente com
muitos bacteriéfagos e plasmideos;
Capacidade de secre¢do de proteinas
funcionais diretamente no meio de

cultura;

Produgéo de proteases extracelulares que
podem reconhecer e degradar proteinas
heter6logas;

Instabilidade de plasmideos;

Expressdo reduzida ou ausente da proteina de

interesse;

Levedura

Fungos filamentosos

Baculovirus / Inseto

Crescimento rapido em meio de baixo
custo;

Modificagdes pos-traducionais
apropriadas;

Seguranca do sistema garantida;

Nao produz endotoxinas;

Alto nivel de expressao;

Alto nivel de expressao;

Modificagdes pos-traducionais
apropriadas;

Seguro para vertebrados;

Excelente ferramenta para producdo de

glicoproteinas recombinantes;

Hiperglicosilagdo de proteinas ;
Viés de codons;
Ineficiéncia na secreg¢ao de proteinas para o

meio, levando a retenc¢ao intracelular;

Sistema complexo;

Falta de conhecimento sobre a fisiologia;
Expressao continua nao ¢é possivel;

Condicdes de cultivo mais exigentes;

Células de mamiferos

Enovelamento proteico correto;
Modificagdes pos-traducionais

adequadas;

Glicosilagdo apropriada;

Alto custo;
Tecnologia complicada;

Potencial contaminac¢do com virus animais;
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Plantas transgénicas Facil escalonamento com baixo custo; Os niveis de expressdo dependem do alvo;
As proteinas podem ser direcionadas  Ensaios funcionais ainda precisam ser
para diferentes 6rgaos em diferentes  desenvolvidos;

estagios de crescimento;

Alto rendimento;

Animais transgénicos  |[Enovelamento proteico adequado; Periodo de producdo relativamente longo;
Modificagdes pos-traducionais Baixo rendimento;

apropriadas e correta montagem do Custos mais elevados;

produto;

Glicosilagao adequada;

Fonte : Gomes et al., 2016. Adaptado.

Dentre os diversos sistemas hospedeiros disponiveis, a E. coli destaca-se como um
dos mais utilizados para a expressao heteréloga de proteinas. Apesar de suas vantagens, como
facilidade de cultivo, rapido crescimento e baixo custo, esse sistema ainda apresenta limitagdes
importantes, incluindo a formacao de corpos de inclusdo decorrente da agregagao de proteinas
mal dobradas, além de problemas relacionados ao enovelamento inadequado e a baixa
solubilidade das proteinas expressas. Tais limitacdes estdo frequentemente associadas a
auséncia de modificagdes pds-traducionais e as diferencas no maquindrio celular bacteriano, o
que pode comprometer a estrutura e a funcionalidade das enzimas produzidas. Ainda assim, E.
coli permanece como uma das plataformas mais empregadas na producao recombinante, devido
a sua elevada produtividade, facilidade de escalonamento e ao amplo dominio técnico sobre sua
genética e fisiologia (BHATWA et al., 2021; HEMAMALINI; EZHILMATHI; MERCY,
2019; SMOLSKAYA; LOGASHINA; ANDREEYV, 2020).

Nesse contexto, o desenvolvimento de ferramentas moleculares e estratégias
experimentais tem ampliado significativamente a capacidade de producdao de proteinas
heterologas, incluindo a disponibilidade de maultiplos sistemas de expressdo, linhagens
geneticamente otimizadas e condic¢des de cultivo ajustaveis, permitindo o desenvolvimento de
estratégias eficientes para contornar essas limitacdes (SANDOMENICO; SIVACCUMAR;
RUVO, 2020).

Dentre as estratégias empregadas para otimizar a expressao heterdloga em E. coli,
destaca-se, inicialmente, a otimizag¢do das condi¢des de cultivo, incluindo temperatura, pH,
aeracdo ¢ composicao do meio, fatores que influenciam diretamente o enovelamento e a
solubilidade das proteinas. Além disso, o controle da taxa de expressao, por meio da modulagao

da concentracdo de indutores e do uso de promotores regulaveis, tem sido amplamente utilizado
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para evitar a sobrecarga do maquindrio celular e a formacao de agregados proteicos (Mohite et
al., 2026; TOH et al., 2023). Outra abordagem relevante envolve o uso de linhagens
geneticamente modificadas, desenvolvidas para favorecer a formacao de ligagdes dissulfeto,
reduzir a atividade proteolitica ou minimizar a producao de endotoxinas (CASTILLO-
CORUJO et al., 2024; HULEANI et al., 2022; KAMOSHIDA et al., 2024).

Adicionalmente, a co-expressao com chaperonas moleculares e o uso de proteinas
de fusdo, como maltose-binding protein (MBP) e glutathione S-transferase (GST),
contribuem para o correto enovelamento e aumento da solubilidade das proteinas
recombinantes (MAKSUM et al., 2023; SHAFIEE; SHARIFI; AMINI, 2024). Estratégias de
direcionamento subcelular, especialmente para o periplasma, também sdo empregadas com o
objetivo de explorar ambientes celulares mais favoraveis a maturacao proteica, uma vez que
esse compartimento apresenta um ambiente oxidante que contribui para a formacao de
ligacdes dissulfeto e, consequentemente, para o enovelamento adequado das proteinas
(GIBISCH et al., 2024).

O uso de aditivos quimicos, como osmolitos e outros agentes estabilizantes, bem
como a otimizacao da sequéncia génica por meio da adaptagdo de cddons para aumentar a
eficiéncia  traducional,  representam  abordagens  complementares  importantes
(ATROSHENKO et al., 2024; PAREMSKAIA et al., 2024). Por fim, estratégias voltadas a
forma¢do controlada de corpos de inclusdo ou a sua posterior recuperagdo t€m sido
amplamente exploradas visando a obten¢ao de proteinas biologicamente ativas, uma vez que
processos de solubilizacdo e refolding permitem recuperar proteinas funcionais a partir de
agregados insoliveis (NABIEL et al., 2022). Adicionalmente, métodos que aumentam a
secre¢cdo ou liberacdo de proteinas também vém sendo investigados como forma de
maximizar o rendimento e a funcionalidade das proteinas produzidas (KLEINER-GROTE;
RISSE; FRIEHS, 2018).

Alguns trabalhos ja demonstraram a expressao de enzimas celuloliticas de origem
de fungos fitopatdogenos em E. coli. Por exemplo, foi obtida a expressdo bem-sucedida da
endoglucanase de Fusarium graminearum, agente causal da fusariose, com producao de enzima
ativa e elevados niveis de expressdo tanto no periplasma quanto no meio extracelular
(YILDIRIM; CELIK, 2017). Da mesma forma, foram obtidos bons resultados na expressdao de
uma [-1,4-endoglucanase de Macrophomina phaseolina, fungo causador da podridao de
carvao (WANG; JONES, 1997). Outro exemplo ¢ Pyrenochaeta lycopersici, agente da
podriddo da raiz do tomateiro, cuja endoglucanase foi expressa em E. coli, porém a maior

parte da proteina foi produzida em corpos de inclusdo, sendo necessdrio o emprego de
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técnicas de refolding para recuperar sua atividade enzimatica (VALENTE; INFANTINO;
ARAGONA, 2011). Esses estudos demonstram que E. coli pode ser utilizada com sucesso
para a expressao de enzimas celuloliticas de fungos fitopatdgenos, embora algumas proteinas
demandem estratégias adicionais para obten¢ao da forma funcional

Sob essa perspectiva, os desafios associados a expressao heteréloga em E. coli ndo
limitam sua aplicacdo, mas reforgam seu papel como uma plataforma altamente versatil e
consolidada na producao de proteinas recombinantes, capaz de atender a diferentes demandas

biotecnoldgicas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Aprimorar a expressdo da enzima endoglucanase recombinante de M. perniciosa
em E. coli, determinando as melhores condi¢des de cultivo e indugdo para a sua obtengao

em diferentes cepas.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia de expressao da endoglucanase recombinante (EG45), a partir do
vetor pET-32a, utilizando as cepas comerciais de E. coli BL21 Star (DE3), C41
(DE3) e C42 (DE3);

e Analisar o impacto de variagdes na concentragcdo de IPTG (0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mM) e
nas temperaturas de cultivo (16, 20, 25 e 30 °C) sobre o rendimento da expressao da
proteina e solubilidade;

e Verificar o perfil de solubilidade da proteina recombinante obtida apds o processo de
lise celular por sonicacao;

e Monitorar a eficiéncia da expressdo e¢ o fracionamento proteico por meio de

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa
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Este trabalho contou com o auxilio de ferramentas de inteligéncia artificial, como
o ChatGPT e o Gemini, utilizadas para apoio na organizacao de ideias, revisdo textual,
esclarecimento de conceitos, tradugao de termos e adaptacao de figuras, sendo todo o contetido
posteriormente revisado criticamente e de responsabilidade integralmente do autor pelas
informagdes apresentadas.

Além disso, os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia
Molecular (LabBMol), incluindo atividades com organismos geneticamente modificados
realizadas em ambiente de nivel de biosseguranga 1 (NB-1), seguindo as normas e boas praticas
laboratoriais vigentes, em conformidade com as diretrizes da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio) e a legislagdo brasileira de biosseguranga. As atividades
desenvolvidas foram aprovadas pela Comissao Interna de Biosseguranga (CIBio), conforme
Parecer CIBio n° 01/2026.

O estudo envolveu acesso ao patrimdOnio genético brasileiro, com o projeto
devidamente cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o n® A0OB9690, em conformidade com a

Lein® 13.123/2015 e o Decreto n® 8.772/2016.

4.2 Construcao do gene sintético e transformacao bacteriana em E. coli

A construgdo do gene sintético (EG45 - Santana, 2025) e sua montagem no vetor
de expressdo pET-32a (Figura 3) foram realizadas por empresa terceirizada. Posteriormente,
os plasmideos foram enviados para transforma¢do na Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS).

O vetor de expressao pET-32a (Figura 3) foi utilizado para a clonagem e expressao
da endoglucanase recombinante em E. coli. Esse vetor contém os elementos necessarios para
a expressdo da proteina de interesse, incluindo o promotor T7, o operador lac, a sequéncia
codificante para tiorredoxina (TrxA), a His-tag e o gene de resisténcia a ampicilina (bla).

As células de E. coli BL21 Star (DE3) (Thermo Fisher Scientific®), C41(DE3)
(Novagen®) e C43(DE3) (Novagen®) foram transformadas pelo método de choque térmico,
sendo incubadas em gelo por 20 minutos e submetidas a choque térmico a 42 °C por 2 minutos.
ApOs essa etapa, colonias das cepas transformadas foram enviadas a Universidade Federal do
Ceara (UFC), em meio LB so6lido suplementado com ampicilina, para realizagao dos testes de

expressao proteica.
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Figura 3 - Mapa esquematico do vetor de expressao pET-32a. Fonte : Novagen. pET-32a-c(+)
Vectors. TB122, 1998.

Bagl 1k241)
Kpn I(238)

Nsr V(268)
SC I(351)

Xba I(729)
SgrA ls0)

Sph l(998)

EcoN |{1058)
Pst l(4780)
ApaB I(1205)

Bsa l(4578)
Eam1105 l{4357)

pET-32a(+)

(5900bp)

AN k4038)
BssH ll(1932)

Hpa I(2027)

BspLU11 k3822)
Sap l(3s08)
Bst1107 K{3383)

Tth111 (3367)
BspG l(3148)

PshA I{2368)

Psp5 ll(2628)

Fonte:Novagen

4.3 Cultivo celular e expressao de endoglucanase com indutor

A etapa de cultivo e expressdo da proteina recombinante foi realizada no
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (LabBMol) , na Universidade Federal do Ceara
(UFC).

Inicialmente, as cepas de E. coli transformadas foram submetidas ao processo de
reativagdo. Em camara de fluxo laminar (ESCO, Class II BSC), para cada cepa, uma colonia
isolada foi coletada com auxilio de uma ponteira estéril e inoculada em 10 ml de meio LB
suplementado com ampicilina na concentragdao final de 50 pg/mL. Em seguida, as culturas
foram incubadas a 37 °C sob agitagdo de 180 rpm em shaker por aproximadamente 16 horas.
A viabilidade celular foi confirmada pela observacao de turbidez no meio de cultivo

Apos esse periodo, aliquotas de 500 pL. foram retiradas das culturas e preservadas
em glicerol a uma concentracdo final de 25% , sendo armazenadas em microtubos tipo

Eppendorf (1,5 mL) a -20 °C, para posterior utilizacao nos experimentos de cultivo e expressao
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heter6loga.

Para inicio dos experimentos, pré-indculos foram preparados de cada cepa de E.
coli em 5 ml de meio LB suplementado com ampicilina (50 pg/mL), utilizando tubos Falcon
estéreis. Foram inoculados 10 uLL de cada amostra conservada em glicerol, em cultivos
separados. As culturas foram incubadas sob agitagdo de 180 rpm em shaker a 37 °C durante
aproximadamente 16 horas (overnight).

Ap0s o cultivo do pré-inoculo, 200 uLL de cada cepa foi inoculado em quatro tubos
Falcon contendo 5 ml de meio LB suplementado com ampicilina (50 pg/mL), destinados as
diferentes concentracdes do indutor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo). O
crescimento bacteriano foi monitorado por leituras de densidade optica (DO600) em
equipamento EPOCH utilizando microplaca de 96 pocgos até que as culturas atingissem valores
entre 0,6 ¢ 0,8, também levando em consideragao a leitura de um ensaio branco contendo meio
LB e ampicilina estéril.

Antes da indugdo, uma aliquota de 1 mL de cada cultivo foi coletada como controle
da expressao (TO) para analise em SDS-PAGE. Em seguida, o IPTG foi adicionado aos
cultivos para obtencdo das concentragdes finais de 0,1 mM, 0,5 mM, 1,0 mM ou 2,0 mM.

Ap6s a inducdo, as culturas foram incubadas sob agitacdo em shaker refrigerado
mantendo uma temperatura constante para cada ensaio. O procedimento foi repetido
independentemente para as temperaturas de 16, 20, 25 e 30 °C, a fim de avaliar a influéncia da
temperatura na expressao da proteina recombinante. As culturas incubadas a 16 °C e 20 °C
permaneceram sob agitagdo por aproximadamente 16 horas (overmight), enquanto aquelas
mantidas a 25 °C e 30 °C permaneceram incubadas por 3 horas.

Ao final do periodo de indu¢do, as culturas foram transferidas para microtubos
tipo Eppendorf e levadas para centrifuga (CAPP , modelo CR-1544R) a 12.000 x g, a 4 °C,

por 20 minutos. Em seguida, o pellet foi reservado para posterior analise em SDS-PAGE.

4.4 Preparo da amostra e aplicacio em SDS-PAGE

Para preparo das amostras, os pellets celulares foram ressuspendidos em meio
LB, e uma aliquota de 80 pL de cada tratamento com IPTG/temperatura foi transferida para
microtubo tipo Eppendorf separados. Apds isso , aplicou-se um tampao de amostra 5x (Tris-
HCI 250 mM pH 6,8; Glicerol 50% ; SDS 10% ; 0,5% Azul de bromofenol) na quantidade de
20 pL. As amostras foram submetidas a desnaturacao em banho térmico a 95°C por 5 min e,

posteriormente centrifugadas a 12.000 % g por 5 min, a4 °C.
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A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE), conforme Laemmli (1970). O sistema de gel vertical foi constituido por um gel
de concentracdo a 5% e um gel de separagdo a 12% de acrilamida. Para aplica¢do no gel,
foram transferidos 5 pL do marcador molecular (GE Healthcare UK limited — 17044601, lote
9733015) para o primeiro pogo, enquanto 10 uL. de cada amostra foram aplicados nos demais
POGosS.

A corrida eletroforética foi realizada utilizando tampao de corrida (Tris 25 mM ,
Glicina 192 mM, SDS 0,1%) sob condi¢des de 250V, S0mA (25 mA por gel) e 10 W ajustada
ao aparelho de eletroforese (Amersham Pharmacia Biotech ,modelo EPS 3501 XL), até que o
corante de frente atingisse a extremidade inferior do gel (aproximadamente 1h e 45 min).

Apos a eletroforese , os géis foram lavados e transferidos para recipiente contendo
a solugdo corante (0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250; 40% Metanol; 10% Acido Acético)
por 16h. Em seguida, ocorreu a lavagem com agua destilada e submetidos a solucdo
descorante (40% metanol e 20% Acido acético), por aproximadamente 6 horas, até remogio do
excesso de corante e visualizacdo nitida das bandas proteicas. Os géis foram armazenados em

agua destilada para analise posterior.

4.5 Lise por sonicaciao

ApoOs a analise das diferentes condigdes de expressao por SDS-PAGE, foi
realizada uma avalia¢ao qualitativa para selecdo dos tratamentos de IPTG mais eficientes para
indugdo da proteina em cada temperatura. A partir dessa avaliacdo, os pellets das amostras
selecionadas, previamente congelados durante a etapa de cultivo e inducdo, foram
ressuspendidos em tampao de lise (Tris-HCI 160 mM pH 7.4; NaCl 4 M; imidazol 40 mM;
lisozima 50 pg/mL) e ajustados para um volume final de 20 mL em tubos Falcon.

Antes da sonicagdo, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 30
minutos. Em seguida, foram mantidas em banho de gelo e submetidas a lise mecanica em
sonicador (Qsonica , modelo Q700 ) utilizando sonda ultrassonica (12,7 mm) com parametros
de 10 pulsos de 8 segundos on e intervalos de 20 segundos off, sob amplitude de 70%.

Ap6s a lise, 1 mL de cada lisado foi reservado em microtubos tipo Eppendorf,
enquanto o volume remanescente no tubo Falcon foi armazenado a —20 °C. Em seguida, as
amostras reservadas foram centrifugadas e o sobrenadante e o pellet foram separados em

microtubos distintos para posterior andlise das fragdes soluvel e insolavel por SDS-PAGE.
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4.6 Analise eletroforética da fragao soluvel e insolivel

Para a andlise das fragdes soluvel e insoluvel foram adicionados 20 pLL de tampao
de amostra (5x) a 80 pL da fragdo soluvel (sobrenadante) em um microtubo separado. Para a
fracdo insoluvel, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de agua Milli-Q, e uma aliquota de 80
uL foi transferida para microtubo, seguido da adi¢do de 20 pL de tampao de amostra 5x para
aplicacdo em gel de poliacrilamida.

A eletroforese foi realizada conforme o método descrito por Laemmli (1970). As
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida contendo 5% de gel de concentragao e 12%
de gel de separagdo, utilizando tampao de corrida (Tris 25mM , Glicina 192mM, SDS 0,1%).
A corrida eletroforética foi conduzida sob condigdes de 250 V, 25 mA por gel e 10 W, até que
o corante de frente (azul de bromofenol) atingisse a extremidade inferior do gel.

Ao término da corrida, o gel foi lavado com agua destilada e corado com solugao
corante (0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250; 40% Metanol; 10% Acido Acético) por
aproximadamente 16 horas (overnight). Em seguida, foi novamente lavado e submetido a
solucdo descorante por aproximadamente 6 horas, at¢ a adequada visualizagdo das bandas
proteicas. As bandas obtidas foram analisadas quanto ao perfil de expressdo da proteina

recombinante, por comparacdo entre as fragdes soltivel e insoluvel apos lise celular.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Escolha do vetor de expressdo e caracteristicas da proteina de fusio

O vetor de expressao pET-32a foi escolhido devido as suas caracteristicas
estruturais adequadas a expressao de proteinas recombinantes em E. coli. O sistema ¢ baseado
no promotor T7, um promotor forte e altamente especifico, reconhecido pela RNA polimerase
T7, responsavel por promover a transcricdo eficiente do gene de interesse (DUBENDOREF;
STUDIER,1991). A regulacdo da expressdo ocorre por meio do sistema lac, no qual o
operador lacO ¢ controlado pela proteina repressora Lacl, impedindo a expressdao basal na
auséncia do indutor IPTG, que atua inativando esse repressor (DUBENDORF; STUDIER,
1991). Além disso, o vetor contém o gene de resisténcia a ampicilina (bla), utilizado como
marcador de selecao bacteriana, permitindo o crescimento apenas das células transformadas.

O principal diferencial do pET-32a ¢ a presenga de uma estratégia de expressao por

fusdo proteica. O vetor contém a thioredoxina (Trx), utilizada como proteina de fusdo para
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aumentar a solubilidade da proteina recombinante e reduzir a formagao de corpos de inclusao
(LAVALLIE et al., 1993). Associada a essa fusdo, encontra-se a cauda de histidina (His-tag),
que permite a purificacao da proteina por cromatografia de afinidade em coluna de niquel (Ni-
NTA), facilitando as etapas de purificagdo downstream (HOCHULI, 1990).

Na constru¢do utilizada, a endoglucanase EG45 estd ligada as sequéncias
peptidicas codificadas pelo proprio vetor (Figura 4). Essa organizagdo estrutural confere a
proteina recombinante caracteristicas derivadas tanto da enzima de interesse quanto dos
elementos do sistema de expressdo. Como resultado, a proteina de fusdo apresenta 369
aminoacidos, massa molecular tedrica de 38,8 kDa e ponto isoelétrico (pI) de 5,32

(SANTANA, 2025).

Figura 4 - Representagdo esquemadtica da construgdo da proteina recombinante EG45,

destacando seus principais elementos estruturais.
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Fonte: Elaborado por Santana (2025).

5.2 Analise eletroforética de inducao com IPTG

As andlises eletroforéticas realizadas apos a indugdo da expressao com IPTG
(figuras 5, 6 e 7) permitiram avaliar a producdo da proteina recombinante sob diferentes
condi¢des experimentais, incluindo temperatura de cultivo, concentracdo de IPTG, tempo de

inducdo e cepa de expressao (E. coli BL21 Star(DE3), C41(DE3) e C43(DE3)).

Figura 5 - Analise eletroforética (SDS-PAGE) da expressao da endoglucanase recombinante
EG45 em E. coli BL21 Star(DE3) (cepa 21). As amostras foram coletadas antes da inducao
(TO) e apés o periodo de indugdo correspondente a cada temperatura. Foram avaliadas
concentragoes de IPTG de 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mM. M: marcador de massa molecular (kDa). A

seta indica a banda correspondente a proteina recombinante de fusdo EG45, com massa
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molecular aparente de aproximadamente 38 kDa.
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Figura 6 - Andlise eletroforética (SDS-PAGE) da expressdo da endoglucanase recombinante
EG45 em E. coli C43(DE3) (cepa 43). As amostras foram coletadas antes da indugdo (TO) e
apo6s o periodo de inducao correspondente a cada temperatura. Foram avaliadas concentragdes
de IPTG de 0,1; 0,5; 1,0 ¢ 2,0 mM. M: marcador de massa molecular (kDa). A seta indica a
banda correspondente a proteina recombinante de fusdo EG45, com massa molecular aparente

de aproximadamente 38 kDa.
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Figura 7 - Andlise eletroforética (SDS-PAGE) da expressdao da endoglucanase recombinante
EG45 em E. coli C41(DE3) (cepa 41). As amostras foram coletadas antes da indugdo (TO) e
apos o periodo de inducdo correspondente a cada temperatura. Foram avaliadas concentragdes
de IPTG de 0,1; 0,5; 1,0 ¢ 2,0 mM. M: marcador de massa molecular (kDa). A seta indica a
banda correspondente a proteina recombinante de fusdo EG45, com massa molecular aparente

de aproximadamente 38 kDa.
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De modo geral, observou-se a presenga de uma banda com massa molecular
aparente compativel com a esperada para a proteina recombinante na maioria das condi¢des
avaliadas ao término da expressdo. Além disso, essa banda pdde ser detectada em menor
intensidade em diversas amostras coletadas no tempo zero (TO0), antes da adi¢do de IPTG,
sugerindo a ocorréncia de expressao basal (leaky expression) do sistema de expressao baseado
no promotor T7. A exce¢do foi observada na cepa C41(DE3), cultivada a 25 e 30 °C, cujas
amostras TO ndo apresentaram a banda correspondente a proteina recombinante (Figura 7),
comportamento compativel com o esperado para amostras nao induzidas.

Considerando que a EG45 foi expressa em fusdo com a tiorredoxina (TrxA), além
das sequéncias His-tag e S-tag presentes no vetor pET-32a, a proteina recombinante possui
massa molecular aparente de aproximadamente 38 kDa, compativel com a esperada para a
proteina de fusdo e superior a da enzima nativa, permitindo sua identificagdo no gel por
comparacao com o marcador de massa molecular.

Entre as diferentes cepas avaliadas, observaram-se variagdes na intensidade da
banda correspondente a proteina recombinante, indicando diferengas na eficiéncia de
expressao entre as condicoes testadas. A temperatura de cultivo foi um dos principais fatores
associados a essas variagdes, uma vez que influencia diretamente a fisiologia celular, a
velocidade de sintese proteica. Em funcdo dessas diferengas, foram adotados tempos de
inducdo distintos, sendo 16 horas para os cultivos realizados a 16 e 20 °C e 3 horas para
aqueles conduzidos a 25 e 30 °C.

Comparando-se as diferentes cepas, observou-se que as concentracdes de IPTG
entre 0,5 ¢ 2,0 mM proporcionaram os niveis mais expressivos de producdo da proteina
recombinante, com base na andlise qualitativa da intensidade das bandas observadas nos géis.
Entretanto, foram observadas variagdes pontuais entre as condigdes testadas. Como exemplo,

na amostra cepa 21/25°C/1 mM (Figura 5), a banda correspondente a proteina recombinante
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apresentou menor intensidade em comparagdo as demais concentragdes avaliadas na mesma
temperatura e nesse intervalo de concentra¢do de IPTG na cepa.

Pode ser observado que a cepa C43(DE3) apresentou, de modo geral, menor
intensidade da banda correspondente a proteina recombinante em comparagao as demais
cepas avaliadas. Entretanto, verificou-se um discreto aumento na intensidade da banda com a
elevagdo da temperatura de cultivo, sendo esse efeito mais evidente a 25 e 30 °C, o que pode
estar relacionado ao aumento da atividade metabolica e da taxa de sintese proteica nessas
condicdes para essa cepa. Ressalta-se que a auséncia da amostra cepa 43/16°C/2 mM esta
relacionada a perda da amostra durante a execugdo do experimento.

Em ambas as cepas 21 e 41, as concentragdes de IPTG das amostras entre 0,5 e
2,0 mM tenderam a produzir bandas de maior intensidade, independentemente da temperatura
de cultivo, embora tenham sido observadas pequenas variagdes entre as concentracdes do
indutor, por exemplo: a amostra 41/16°C/1 mM apresentou uma intensidade maior do que em
outras concentragdes de IPTG (Figura 7).

Além disso, observou-se que, a partir de 0,5 mM de IPTG, o aumento da
concentracdo do indutor ndo promoveu uma diferenga visual expressiva na intensidade da
banda correspondente a EG45 em nenhuma das cepas 21 e 41. Em especial, as concentracdes
de 1,0 e 2,0 mM apresentaram perfis eletroforéticos bastante semelhantes, sugerindo que
concentragdes superiores a 0,5 mM ndo resultaram em aumento aparente da expressdo da
proteina recombinante.

A comparagao entre as cepas pode ser realizada considerando suas caracteristicas
genéticas e fisioldgicas, as quais influenciam diretamente a dinamica da expressao heterdloga.
Essas diferencas incluem alteragdes relacionadas a estabilidade do mRNA, ao controle da
expressao mediada pela RNA polimerase T7 e a tolerdncia ao estresse decorrente da
superexpressao de proteinas recombinantes.

Especificamente, a cepa BL21 Star(DE3) ¢ recomendada para a expressdo de
proteinas ndo toxicas, apresentando alta expressdo devido a elevada produgdo da RNA
polimerase T7. Isso faz com que o gene da proteina seja transcrito em grande velocidade,
resultando em um actimulo de massa proteica mesmo sob concentracdes menores de IPTG
(INVITROGEN, 2010). Além disso, essa cepa possui uma mutagdo no gene rne, responsavel
pela codificacdo da RNase E, o que aumenta a estabilidade do mRNA e pode favorecer a
expressao de proteinas recombinantes.

Esse comportamento explica o resultado observado no gel da Cepa 21 (Figura 4) a

16 °C, onde, mesmo sob um metabolismo mais lento pela menor temperatura, a banda
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correspondente & EG45 aparece de forma nitida e com intensidade marcante em todas as

concentragoes de IPTG avaliadas.

Em relagao as cepas C41
(https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/cmc0017) e C43
(https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/cmc0019), derivadas da cepa

BL21(DE3) assim como a BL21 Star , seu uso ¢ direcionado principalmente a expressao de
genes toxicos ou proteinas de membrana. Diferentemente da cepa parental, essas linhagens
apresentam mutagdes adaptativas que reduzem a atividade basal da RNA polimerase T7, cuja
expressdo ¢ controlada pelo promotor lacUVS5, permitindo uma expressao mais estavel e menos
toxica de proteinas recombinantes. Isso favorece o correto enovelamento ¢ o acimulo da
proteina de interesse, minimizando o estresse celular e a sobrecarga da maquinaria de
expressao.

Dessa forma, a menor intensidade das bandas observadas para a cepa C43 pode
estar relacionada ao perfil de expressdo mais moderado caracteristico dessa linhagem. Essa
hipétese ¢ reforcada pelo fato de que bandas mais intensas foram observadas apenas em
temperaturas de cultivo mais elevadas (25 e 30 °C) (Figura 6), condi¢des que podem aumentar
a taxa de sintese proteica e, consequentemente, a quantidade de proteina acumulada.

De acordo com Dumon-Seignovert, Cariot ¢ Vuillard (2004), as cepas mutantes
C41(DE3) e C43(DE3) apresentaram maior estabilidade que a cepa parental BL21(DE3)
durante a expressdo de proteinas heterdlogas potencialmente toxicas. Além disso, a cepa
C41(DE3) tem sido associada a uma expressdo mais eficiente e ao melhor enovelamento de
proteinas recombinantes. Esse comportamento foi observado por Chen et al. (2012), que
relataram menores niveis de misfolding para uma xilanase expressa em C41(DE3) quando
comparada a BL21(DE3).

De acordo com Webb e Lithgow (2020), andlises transcriptomicas demonstraram
que, apo6s a inducao com IPTG, as cepas C41(DE3) e C43(DE3) ativam de forma mais intensa
multiplas vias metabdlicas e operons relacionados a produgao proteica quando comparadas a
cepa parental BL21(DE3). Entre as altera¢des observadas, destaca-se o aumento da expressao
de genes que codificam chaperonas moleculares e proteases, proteinas associadas ao
enovelamento, controle de qualidade e degradagdo de proteinas mal dobradas.

Tendo em vista esses resultados, foram selecionadas para analise de solubilidade
as amostras induzidas com 0,5 mM e 2,0 mM de IPTG, cultivadas nas temperaturas de 16 °C e
30°C, a fim de comparar o comportamento da solubilidade proteica sob as menores e as

maiores concentracdes de indutor (excluindo a 0,1 mM) e de temperatura utilizadas. Essas
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amostras foram submetidas a lise por sonicagdo e posterior avaliagdo da solubilidade da

proteina recombinante em SDS-PAGE.

5.3 Avaliacao da solubilidade da enzima por eletroforese.

Por meio da eletroforese ¢ da analise das fragcdes soluvel e insoluvel das amostras
testadas, observou-se que, em todas as condi¢des avaliadas, a fragdo insoltivel apresentou
maior intensidade de bandas em comparagao a fracdo soluvel, independentemente da
concentra¢do de IPTG ou da temperatura de cultivo (Figuras 8 e 9). Esse resultado sugere que
a expressdao da enzima EG45 esta predominantemente direcionada a formacdo de corpos de
inclusdo, com auséncia de proteina na fracao soltivel (possivelmente pela alta dilui¢do que

precisou ser ajustada para o método de sonicacao disponivel).

Figura 8 - Analise da solubilidade da proteina recombinante EG45 em diferentes cepas de E.
coli (cepas 21, 41 e 43), cultivadas a 16 °C e induzidas com 0,5 mM e 2,0 mM de IPTG em
eletroforese (SDS-PAGE). As fragdes soluvel (S) e insoluvel (I) foram avaliadas por SDS-
PAGE. M: marcador de massa molecular (kDa). A seta indica a banda correspondente a
proteina recombinante de fusdo EG45, com massa molecular aparente de aproximadamente

38 kDa.
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Figura 9 - Andlise da solubilidade da proteina recombinante EG45 em diferentes cepas de E.
coli (cepas 21, 41 e 43), cultivadas a 30 °C e induzidas com 0,5 mM e 2,0 mM de IPTG. As
fragdes soluvel (S) e insoluvel (I) foram avaliadas por SDS-PAGE. M: marcador de massa
molecular (kDa). A seta indica a banda correspondente a proteina recombinante de fusdo

EG45, com massa molecular aparente de aproximadamente 38 kDa.
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A reducao da temperatura de cultivo para 16 °C estd associada a diminui¢cao do
crescimento celular e a desaceleracao dos processos de transcrigdo e tradugdo, o que leva a uma
menor taxa de sintese proteica. Esse efeito pode favorecer o enovelamento correto de proteinas
recombinantes, por oferecer mais tempo para o folding, aumentando a chance de solubilidade.
No entanto, nas condi¢des avaliadas, essa redugdo de temperatura nao foi suficiente para
promover a solubilizagdo da proteina (Figura 8).

Da mesma forma, o aumento da concentragdo de IPTG, geralmente relacionado ao
maior nivel de expressdo proteica, pode ter intensificado o estresse celular e favorecido a
formacdo de agregados insoluveis. Nesse contexto, mesmo as amostras induzidas com 0,5
mM de IPTG apresentaram perfil predominantemente insolivel em ambas as temperaturas
(Figura 8 € 9).

Apesar de o vetor pET-32a fundir a EG45 a tioredoxina (TrxA), a proteina
permaneceu na fragdo insoluvel. O uso dessa estratégia se justifica porque a EG45 possui 10
cisteinas em sua sequéncia, capazes de formar até 5 pontes de dissulfeto. A tioredoxina
deveria ajudar no enovelamento correto dessas ligagcdes para evitar erros. Porém, a alta
quantidade de proteina produzida pelo sistema pET pode ter superado a capacidade da tag de
manté-la soluvel, o que justificaria a provavel formagao de corpos de inclusao.

Observou-se também que, entre as cepas avaliadas, as cepas C21 e (43
apresentaram menor intensidade de banda na fragc@o insoluvel. Embora esse resultado possa
indicar menor acumulo da proteina na forma insolivel, também levanta a hipdtese de que
parte da enzima tenha permanecido na fragao soluvel, sem ser detectada no SDS-PAGE em

razao da diluicdo das amostras durante a lise celular.
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6 CONCLUSAO

Com a execugao deste trabalho, foi possivel expressar de forma robusta em E. coli
a endoglucanase recombinante de M. perniciosa (EG45). A analise por eletroforese (SDS-
PAGE) confirmou a expressdo na maioria das condi¢des testadas.

Em relagdo a concentracdo do indutor, o intervalo de 0,5 mM a 2,0 mM de IPTG
resultou nas bandas de maior intensidade. Contudo, a concentragao de 0,5 mM ¢ definida
como a ideal para os ensaios subsequentes, visto que uma menor dosagem atenua a velocidade
de tradugdo e evita a sobrecarga do sistema T7, atuando como uma estratégia recomendada
para tentar mitigar a formacao de agregados insoluveis.

Quanto a sele¢ao do hospedeiro, observou-se um comportamento distinto entre as
linhagens avaliadas. As cepas BL21 Star (DE3) e C43 (DE3) apresentaram menor acimulo de
proteina na fragdo insoluvel, o que pode estar relacionado a presenca de uma fragao soluvel,
embora ndo detectada nas condi¢cdes de analise devido ao estado de diluicdo da amostra. Em
contrapartida, as cepas C41 (DE3) e BL21 Star (DE3) apresentaram os maiores niveis de
expressao da proteina recombinante.

Apesar de o produto ter sido obtido predominantemente na forma insoluvel nesta
etapa, a cepa C41 (DE3) é recomendada para o direcionamento do bioprocesso e para futuros
experimentos por combinar elevado nivel de expressdo com caracteristicas fisioldgicas que
favorecem uma produg¢do mais estavel, associadas ao controle da atividade da RNA
polimerase T7.

Considerando também os efeitos da temperatura sobre a expressdo, conclui-se que
a faixa entre 25 °C e 30 °C ¢ a mais adequada para o processo, com destaque para 25 °C, por
representar um equilibrio entre rendimento de expressdo e viabilidade operacional, além de
constituir uma condi¢do mais favoravel para futuras etapas de escalonamento.

Como perspectiva para trabalhos futuros, recomenda-se aumentar a escala do
cultivo celular para melhor adaptacdo a etapa de lise por sonicagdo, bem como a utilizagdo da
coloragdo por nitrato de prata no SDS-PAGE, visando avaliar de forma mais precisa a
distribuicdo da proteina entre as fracdes soluvel e insoluvel. Essas adequacdes podem
minimizar os efeitos da dilui¢do do lisado decorrentes das limitagdes da sonda disponivel no
equipamento utilizado e contribuir para a validacdo da premissa de solubilidade levantada

neste estudo.
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