Avaliacao de estratégias de expressao
em Escherichia coli para producao de
amilase de Paenibacillus barengoltzii
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Resumo

Amilases sdo hidrolases amplamente utilizadas em processos biotecnoldgicos, podendo ser
aplicadas na industria alimenticia, producdo de biocombustiveis e até mesmo no beneficiamento
de tecidos da industria téxtil. Dessa forma, é notavel a necessidade de buscar otimizar a producdo
dessa enzima em uma escala laboratorial. O presente trabalho busca avaliar condi¢des de cultivo
com a bactéria Escherichia coli para expressao de amilase de Paenibacillus barengoltzii. Com essa
finalidade, foram entdo realizadas quatro condicGes de expressdao com células de E. coli BL21 (DE3)
AmyPb. As condicbes se diferem pelo meio utilizado (meio autoindutor com lactose ou meio LB
com IPTG) e o tampado de lise (tris-HCI-PMSF ou tampao fosfato). Anteriormente, as condi¢bes de
expressdo utilizavam o meio autoindutor com lactose e tampao tris-HCL-PMSF, gerando atividades
enzimaticas relativamente baixas. Mediante o exposto, houve necessidade de buscar alternativas
para aprimorar a producdo da amilase neste estudo.

Termos para indexagao: amilase, meio de cultura, tampao de lise, IPTG, lactose.

Introducao

Atualmente, cerca de 65% das vendas do mercado mundial de enzimas sao de amilases (Simair
et al., 2017). Na producdo téxtil e de papel, as amilases podem ser utilizadas no amaciamento, na
modificacdo, na limpeza e no processo de desengomagem de fibras téxteis (Singh et al., 2016).

O tecido resistente de algoddo denim, altamente popular e de aparéncia versatil, por exemplo, é
produzido a partir de fios de algoddo que sdo esticados longitudinalmente na maquina de tecelagem,
formando uma base firme para o tecido, denominada urdume (Denin, 2020). Esses fios sdo dispostos
paralelamente uns aos outros e sao mantidos tensos durante o processo de tecelagem. Por sua vez,
horizontalmente através dos fios do urdume, a “trama” cruza os fios do urdume alternadamente para
criar o tecido final. O denim pode ser corado com corantes indigos (geralmente azuis) ou por tramas
brancas (Denin, 2020).

A goma (produto a base de amido) é adicionada a esses fios para fornecer uma maior resistén-
cia e integridade na tecelagem, impedindo que eles se rompam. Entretanto, a aplicacdo do amido
torna os fios viscosos, e, por essa razao, as amilases, mais precisamente as a-amilases, atuam hidro-
lisando as ligacdes a-1,4 presentes no amido da goma, melhorando assim a qualidade do tecido (De
Souza; De Oliveira Magalhdes, 2010).

O uso de enzimas na industria téxtil ja vem sendo aplicado em varios paises. O artigo “Application
of enzymes for textile fibers processing” (Araujo et al., 2008) afirma que a necessidade do uso de
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enzimas se da por varios motivos, e os principais sdo o consumo de energia e matéria-prima e o uso
e descarte de agentes quimicos em agua, ar e aterros (Araujo et al., 2008).

A bactéria anaerdbica termofila Paenibacillus barengoltzii é uma promissora fonte de enzimas
termofilas, como é o caso da amilase. As espécies do género em questdo apresentam caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas semelhantes as espécies do género Bacillus, que abrangem uma série de
microrganismos envolvidos em aplicacdes industriais ja bem consolidadas, como fonte de enzimas
ou sistemas de expressao heterdloga (Laufer, 2017).

Como sistema de expressao da amilase, a bactéria Escherichia coli ¢ um organismo adequado
por sua facilidade de cultivo e 6tima expressao heteréloga de proteinas recombinantes (Gopal;
Kumar, 2013; Kaur, Kumar e Kaur, 2017).

Levando em consideracao os fatos mencionados, este trabalho consiste em uma avaliacdo com-
parativa da atividade enzimatica da amilase de Paenibacillus barengoltzii expressa em Escherichia
coli em quatro diferentes condi¢des de expressdo. Posteriormente, a amilase serd testada em teci-
dos de algod3do para o processo de desengomagem.

Os genes de amilase AmyPb de Paenibacillus barengoltzii foram clonados no plasmideo pET21a
e foram expressos em células competentes de Escherichia coli BL21 (DE3). As linhagens de E. coli
BL21 (DE3) com o gene AmyPb e selvagens foram conservadas a -80 °C em criotubos contendo 2 mL
de solugdo de glicerol 25%. Para obter col6nias isoladas em placas de Petri estéreis, o meio utilizado
foi o Luria-Bertani agar (Bertani, 1951), tendo seu pH ajustado para 7,0 com solugao de NaOH 1 M.

Como marcador de selegdo, foi utilizada ampicilina na concentragdo 1000X (100 mg/mL), visto
que o plasmideo pET21a possui um gene de resisténcia a ampicilina. As placas contendo 25 mL de
meio Luria-Bertani foram inoculadas nas seguintes condigdes: em duplicata, foram inoculadas, a partir
de criotubos, células de E. coli BL21 (DE3) selvagens sem ampicilina; células de E. coli BL21 (DE3) selva-
gens com 25 microlitros de ampicilina 1000X; e células de E. coli BL21 (DE3) AmyPb com 25 microlitros
de ampicilina 1000X.

As placas inoculadas foram incubadas em um shaker sem rotacdo a 37 °C por 18 horas, e poste-
riormente armazenados a 4 °C. Assim, para realizar um pré-indculo inicial, foram coletadas colonias
isoladas de E. coli BL21 (DE3) AmyPb a partir da placa contendo meio LB com ampicilina e inocula-
das em 2 Erlenmeyers de 250 mL contendo 30 mL de meio LB liquido e 30 microlitros de ampicilina
1000X.

Os dois pré-inéculos contendo células de E. coli com o gene AmyPb em meio LB liquido foram
incubados a 37 °C e 200 rpm em um shaker por cerca de 16 horas. Seguinte a incubacao, foi feita
uma leitura de densidade éptica dos pré-indculos para que o inéculo de indugdao com IPTG ocorresse
com uma densidade dptica inicial de 0,3. Para iniciar a indugdo, foram inoculados, em cada um dos
dois Erlenmeyers contendo 50 mL de meio autoindutor com lactose e antibidtico (Studier, 2005),
2 mL de um dos pré-inéculos. Em outros dois Erlenmeyers contendo 50 mL de meio LB liquido sem
lactose, foram inoculados 2 mL do outro pré-inéculo para obter uma densidade dptica inicial de 0,3.

Os dois Erlenmeyers contendo o meio autoindutor com lactose foram incubados no shaker a
37 °C e 200 rpm por 24 horas. Para a inducdo em meio LB sem lactose, os dois Erlenmeyers foram
incubando a 200 rpm e 37 °C até obterem uma densidade 6ptica de 1,3—1,4 (2 horas de incubacdo).
Apds se obter essa densidade dptica, foi adicionado ao meio IPTG (isopropil-b-D-1-tiogalactopira-
nosida) para uma concentragdo final de 0,75 mmol/L. Os dois cultivos em meio LB contendo IPTG



foram incubados por mais 3 horas (5 horas no total). Apds o cultivo, todos os meios foram armaze-
nados em camara fria a 4 °C.

Para se obter o extrato contendo a amilase de interesse, as células de E. coli foram coletadas por
centrifugacdo (18.500 g/4 °C/20 minutos) utilizando-se Falcons de 50 mL e posteriormente descar-
tando o sobrenadante. Em seguida, foi necessario gerar a lise das células por sonicacdo utilizando-se
tampdes de lise. Os tampdes utilizados foram o tampao fosfato 20 mmol/L pH 7,4, NaCl 500 mM e o
tampdo 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM EDTA pH 8 e 1 mM PMSF. Foram utilizados 10 mL de cada tam-
pao de lise a cada 50 mL de cultivo. A sonicacdo ocorreu na amplitude de 35%, pulse on 15 segundos,
pulse off 15 segundos, por 3 minutos.

Finalizando a sonicagdo, o produto da lise nos Falcons de 50 mL foi coletado e clarificado por
centrifugacdo (18.500 g/4 °C/20 minutos).

Os ensaios de atividade de hidrélise do amido foram realizados por leitura de absorbancia,
segundo o método de FUWA (1954). O ensaio de atividade consistiu na adicdo de 50 microlitros
de substrato amido 0,5%, 50 microlitros do extrato enzimatico e 100 microlitros de tampao fosfato
de sddio pH 6,5 50 mM, deixando incubar a 40 °C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados
200 microlitros de acido acético para parar a reacao e 200 microlitros do reagente FUWA. O iodeto
presente no reagente de FUWA forma um complexo com o amido, escurecendo a solugdo. A con-
centragao do complexo amido-iodeto foi lida por um espectrofotdémetro na absorbancia de 660 na-
ndmetros. Quanto mais clara a solucdao, menor é a concentracao do complexo e maior é a atividade
da enzima.

Nas placas de Petri inoculadas, ndo foi observado crescimento das células de E. coli selvagens
nos meios com ampicilina. Todavia, as células de E. coli com o gene de resisténcia a ampicilina do
plasmideo pET21a cresceram no meio com ampicilina.

O extrato enzimatico foi diluido em 10 vezes e 100 vezes para realizar a comparacao, pois nas
quatro condicdes de expressao havia total consumo do substrato amido utilizando o extrato nao di-
luido. Os resultados obtidos no grafico (Figura 1) foram calculados pela férmula (DO-D), em que DO é
o valor da média da absorbancia dos controles e D é o valor da média dos ensaios. O controle apre-
senta a coloragdo mais escura, visto que, com a auséncia da enzima, o reagente FUWA consegue
interagir com praticamente todo o amido. Os resultados apresentados demonstram como a indugao
com o IPTG aumentou a atividade do extrato enzimdtico, e como a escolha do tampao de lise ndo
afetou a atividade de hidroélise do amido significativamente.

Ensaio de atividade dextrinizante com reagente FUWA
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Figura 1. Ensaio de absorbancia a 660
nandmetros do extrato enzimatico nas
diferentes condigGes de expressao:
azul-escuro (meio autoindutor/tamp&o
Tris-HCI-PMSF), azul-claro (meio
autoindutor/tampdo fosfato), vermelho
Auto Tris Auto TRIS Auto T Auto TF IPTG 10X IPTG IPTG 10X  IPTG (meio LB com IPTG/TRIS) e laranja

10X 100X 10X 100X TRIS 100X TF 100X TF . ~
TRIS (meio LB com IPTG/tampéo fosfato).
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Figura 2. Gradiente de cores utilizando o reagente FUWA sem a amilase em concentragbes
crescentes de amido 0,5% da esquerda (mais claro) para direita (mais escuro).

Conclusao

A atividade da enzima amilase expressa foi analisada nas quatro condi¢Ges de expressao, utili-
zando-se o ensaio de absorbancia com reagente de FUWA. Entretanto, ha claramente uma necessi-
dade de realizar mais ensaios com a finalidade de quantificar a atividade de hidrdlise de amido pela
enzima, e também fazer a contagem de proteinas totais por BCA, fazer comparagao entre os cultivos
por eletroforese em gel SDS-page e futuramente fazer a aplicacdo da enzima na desengomagem do
jeans. O presente trabalho estd analisando quatro condi¢bes de cultivo para obtencdo da amilase
em escala laboratorial, visto que o IPTG ndo é popularmente utilizado em escala industrial como um
indutor, por seu alto custo.

Verificou-se que independentemente dos tampdes de lise utilizados para extrair a enzima, a
inducdo por IPTG foi mais eficaz para obtencdo de maiores atividades enzimaticas se comparada a
lactose. Ademais, foi possivel observar uma maior atividade da enzima na condicdo de cultivo com
o indutor IPTG em apenas 5 horas de incubacdo e OD inicial de 0,3, em comparacdo com a indugdo
em meio autoindutor com lactose e incubacgdo por 24 horas.
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