
6.5 Obtenção de novos produtores da enzima CBH1.2Resultados e Discussões

Estes transformantes foram levados para produção em frasco de acordo com a

seção 5.2.12, e analisados quando ao perfil das protéınas secretadas, atividade e concen-

tração. O perfil de protéınas secretadas pelos transformantes 2, 7, 20, 25 e 26 após 96

horas de expressão pode ser visto na Figura 6.21.

Para estes clones testados, foi considerado que o transformante 2 da linhagem

SMD1168, da nova transformação, foi o melhor produtor de enzimas ativas.

6.5.4 Expressão da enzima CBH para novos transformantes

O sobrenadante do meio de cultura, contendo o transformante 2 da linhagem

SMD1168 da levedura P. pastoris, foi analisado, em gel desnaturante de poliacrilamida,

quanto ao Perfil de protéınas excretada em função do tempo de expressão. A Figura 6.22

apresenta este Perfil proteico. A concentração de protéınas nesta amostra foi medida

utilizando-se reagente Bradford. Estas concentrações podem ser vistas na Tabela 6.3.

Figura 6.22: Perfil proteico, em função do tempo de expressão, do sobrenadante de cultura da linhagem
SMD1168 da levedura P. pastoris contendo o cDNA da enzima CBH1.2 do fungo H. grisea. Amostras
preparadas com precipitante TCA. Gel corado com azul de coomassie.

A linhagem SMD1168 da levedura P. pastoris produtora da enzima CHB1.2 de

H. grisea, apresentou pico de atividade após 72 horas de expressão. Esta atividade foi de

0,39 ± 0,02 U/mL (Figura 6.23).
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Tabela 6.3: Concentrações totais de protéınas no sobrenadante de cultura após 24, 48, 72 e 96 horas
de expressão para a enzima CBH1.2r (linhagem SMD1168). Quantificação via método de Bradford.

Tempo de Expressão Concentração em µg/µL
24h 0,38 ± 0,02
48h 0,41 ± 0,02
72h 0,43 ± 0,02
96h 0,49 ± 0,01

Figura 6.23: Perfil de atividade CMCase, em função do tempo de expressão, para o sobrenadante do
meio de cultura da levedura P. pastoris (linhagem SMD1168) produtora da enzima CBH1.2 de H. grisea.
Cultivo em meio BMMY-U a 30 °C e 200 rpm.

6.6 Lisozima e teste do novo difratômetro

Com o intuito de realizar a configuração inicial de parâmetros no difratômetro

do laboratório de Cristalografia do Instituto de F́ısica da UFG, foram realizados ensaios

manuais de cristalização da protéına Lisozima. Esta é uma protéına modelo para estudos

de cristalização, sendo que sua estrutura e condições de cristalização são bem conhecidas.

Foi utilizada uma amostra contendo a protéına com concentração de 70 mg/mL em solução

contendo 100 mM de NaAc a pH 4.8. Como solução precipitante, foi utilizada a solução

contendo 50 mM de NaAc a pH 4.8, 7,5% de NaCl, e 20% PEG 200. Os ensaios manuais

de cristalização foram realizados utilizando o método hanging drop com: 1µL de solução

de contendo lisozima e 1µL de solução precipitante (Figura 6.24 - A), e 2µL de solução

102
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de contendo lisozima e 1µL de solução precipitante (Figura 6.24 - B). Estes cristais foram

obtidos após, aproximadamente, 24 horas.

(A) (B)

Figura 6.24: Cristais de lisozima obtidos em ensaios manuais. A: Concentração 1:1 de solução contendo
lisozima e solução precipitante. B: Concentração 2:1 de solução contendo lisozima e solução precipitante.

6.7 Coleta de dados para cristal de Lisozima

A coleta de dados de difração de raios X foi realizada utilizando-se fonte de cobre

(Cu) com comprimento de onda de 1,54184Å. Um total de 1.995 imagens foram coletadas

(Figura 6.25) utilizando um tempo de exposição de 15 segundos e um passo de 0,5o para

os ângulos phi e omega. O tempo total de exposição foi de 8,31 horas. As imagens foram

integradas com o pacote de software Bruker SAINT utilizando o algoritmo “narrow-frame”

(A Figura 6.25 apresenta uma das imagens coletadas). A integração dos dados através de

uma célula unitária tetragonal produziu um total de 140.386 reflexões para um ângulo θ

máximo de 26,18o (1,77 Å de resolução). As constantes finais da cela unitária encontradas

no grupo espacial P43212 do sistema cristalino tetragonal são: a = 78,5013 (17) Å, c =

37,1256 (9) Å, volume = 228785 (14) Å3 que baseiam-se no refinamento de 9023 reflexões

com σ(I) acima de 20, com o ângulo 2θ variando de 4,705o a 51,16o . Os dados foram

corrigidos para efeitos de absorção utilizando o método multi-scan (SADABS).
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Figura 6.25: Imagem de difração do cristal de lisozima coletada no difratômetro KAPPA APEX DUO,
no Laboratório de Cristalografia do Instituto de F́ısica da UFG.

6.8 Resolução de estrutura

O arquivo .hkl contendo as reflexões gerado após a integração das imagens foi

importado utilizando-se do software CTruncate [111] (do pacote CCP4) que converte as

intensidades em fatores de estrutura com seu desvio (σ(F )) associado em um arquivo

de extenção .mtz. A Solução foi então realizada utilizando-se o método de substituição

molecular através do softwar Phaser MR [112] (ainda do pacote CCP4) utilizando-se como

modelo a base de dados do PDB (Protein Data Bank) 1HEW [113] considerando 95%

de identidade sequencial. Após a solução, as modificações necessárias foram realizadas

utilizando-se o software Coot [109], e o refinamento em espaço de fase, foi realizado com

o software Refmac5 [107, 108] no CCP4. Após as etapas de refinamento, os seguintes

fatores foram obtidos: R1=0,1840, Rfree=0,2355 e resolução de 1,77 Å. A representação

da estrutura final obtida para a protéına Lisozima pode ser vista na Figura 6.26. Todos

os 129 reśıduos da lisozima são viśıveis no modelo.
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Figura 6.26: Representação da estrutura tridimensional obtida para a Lisozima. Figura gerada com o
software Pymol [1].
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Caṕıtulo 7

Conclusão

O presente trabalho foi realizado com o objetivo geral de obter as estruturas

tridimensionais das enzimas CBH1.2 e HXYN2 do fungo Humicola grisea var. thermoidea,

e objetivos espećıficos de produzir tais enzimas, estabelecer protocolos de purificação,

encontrar as condições de cristalização que forneceriam cristais de tamanhos e qualidade

suficientes para análise por difração de raios X, entre outros.

Cada macromolécula possui condições próprias e espećıficas para se cristalizar, e

em todos os casos é necessário um alto ńıvel de pureza e altas concentrações o que pode

levar a precipitação indesejada da macromolécula, por esta razão, a obtenção de cristais

com qualidade, imprescind́ıvel para a obtenção da estrutura tridimensional, é sem dúvida

o passo mais dif́ıcil entre todos estes objetivos listados.

Neste trabalho, foi realizado com sucesso a expressão das protéınas alvo utilizando

um sistema de expressão heteróloga em P. pastoris com ńıveis de rendimento satisfatórios

para a obtenção da quantidade de enzima necessária para os ensaios cristalográficos.

Protocolos de purificação para ambas as enzimas foram estabelecidos utilizando

métodos de purificação por precipitação com sulfato de amônio, e processo de ultrafiltração

com membranas de cortes de peso molecular. Também foi posśıvel concentrar ambas as

enzimas evitando sua precipitação utilizando as membranas de ultrafiltração.

Ensaios de cristalização robóticos foram realizados com a enzima CBH1.2r, onde

foi encontrada uma condição de cristalização para esta enzima. Estes ensaios mostraram

alta reprodutibilidade durante ensaios manuais realizados nas dependências do Labo-

ratório de Cristalografia do Instituto de F́ısica da UFG, porém os cristais obtidos ainda
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não são suficientes para análise no equipamento dispońıvel neste mesmo laboratório. En-

saios de cristalização robóticos também foram realizados com a enzima HXYN2, porém

para esta enzima ainda não foi encontrada uma condição que levasse a obtenção de cristais.

Devido a problemas técnicos com a manutenção dos clones, clones contendo o

cDNA da enzima CHB1.2 foram perdidos, o que levou a realização de novos processos de

clonagem desta enzima para obtenção de mais amostras para futuros ensaios bioqúımicos e

de cristalização. A clonagem e transformação foi realizada com sucesso, obtendo desta vez

transformantes em uma linhagem da levedura P. pastoris que é deficiente na produção de

algumas proteases, o que melhora a durabilidade das amostras, já que diminui o processo

de degradação das protéınas por tais proteases presentes no sobrenadante do meio de

cultura.

Afim de realizar a coleta de dados e configuração do equipamento instalado no

Laboratório de Cristalografia do Instituto de F́ısica da UFG, foi realizada a cristalização

da protéına Lisozima utilizando-se condições de cristalização dispońıveis na literatura.

Os cristais obtidos foram submetidos a coleta de dados no difratômetro Bruker KAPPA

APEX DUO utilizando-se fonte de cobre (Cu) que que forneceu dados de qualidade para

resolução da estrutura tridimensional desta protéına até a resolução de 1,77 Å. O modelo

final da estrutura apresentou ı́ndices R1 = 0,1840 e Rfree = 0,2355, indicando a boa

aproximação do modelo obtido.
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Caṕıtulo 8

Perspectivas

As perspectivas para trabalhos futuros são de analisar os 22 transformantes obti-

dos que não foram testados quanto a produção em frascos. Serão realizados novos ensaios

de cristalização com as enzimas obtidas dos transformantes da linhagem SMD1168. Para

os atuais cristais agulhas da CBH, coletas de difração de raios X poderão ser realizadas,

via colaboração com o Dr. Humberto D’Muniz Pereira, no Diamond Light Source, na In-

glaterra. Serão realizados novos ensaios de cristalização com a enzima HXYN2 purificada

através das membranas de ultrafiltração utilizando concentrações mais altas.

Será realizado o estudo de outras enzimas envolvidas no processo de degradação

da celulose, tanto com enzimas do fungo Humicola grisea quanto com enzimas de outros

fungos, como por exemplo, a enzima Endoglucanase de Aspergillus nidulans. Os grupos

de pesquisa de Enzimologia e Biotecnologia de Fungos, ambos do Instituto de Ciências

Biológicas da Universidade Federal de Goiás, já estão trabalhando na obtenção de trans-

formantes com as novas enzimas.

Convém destacar que o Instituto de F́ısica da Universidade Federal de Goiás

recentemente adquiriu um equipamento de cromatografia ĺıquida de alta performance,

modelo ÄKTA pure 25 Protein Purification System da empresa GE Health Care. O

equipamento já encontra-se em funcionamento para purificação de protéınas utilizando as

técnicas de gel filtração, troca iônica, interação hidrofóbica e cromatografia de afinidade.
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