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Produciao recombinante e caracterizaciao bioquimica de uma
celobiose desidrogenasa (CDH) de Thermothelomyces ther-
mophilus M77

SAMANIEGO, L. V. B.!; ARNOLDI, V.!; POLIKARPOQV, I.!
Ibautista@ifsc.usp.br

Hnstituto de Fisica de Sdo Carlos - USP

A enzima celobiose desidrogenase, CDH, (EC1.1.99.18) é um flavocitocromo extracelular secretado por
fungos degradadores de madeira como o ascomiceto Thermothelomyces thermophilus. A CDH tem uma
estrutura de dois dominios, sendo por¢do citocromo (dominio Cyt) e uma se¢do de flavodehidrogenase
oxidante de agtcares (dominio DH). O dominio DH catalisa a oxida¢do 2e-/2H+ do 4tomo de carbono
anomérico (C1) do dissacarideo celobiose para a celobiono-J-lactona. (1) Em seguida, ocorre uma
transferéncia de elétrons interdominio (IET) do o FAD reduzido do dominio DH para o grupo heme b
do dominio Cyt, seguida pela transferéncia de elétrons (ET) de Cyt para aceptores de elétrons externos
como as mono oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs). (2) Essas caracteristicas funcionais tornam
a CDH uma enzima capaz de realizar uma diversidade de tarefas biotecnolégicas. A necessidade de
produzir grandes quantidades dessa enzima de alto peso molecular e de multiplos dominios, para realizar
caracterizacdes bioquimicas e estruturais, nos leva a procurar um sistema de expressdo que satisfaca
nossos requisitos. Desta forma, inicialmente escolhemos Pichia pastoris por possuir algumas vantagens
como elevada producdo de biomassa, promotores fortes e sinais eficientes de secrecdo de proteinas. Com
procedimentos faceis de purificacdo, a P. pastoris torna-se um sistema de alto rendimento bastante
atrativo. (3) Obtivemos entdo através um colaborador de nosso grupo, uma cepa de P. pastoris com o
gene CDH de T. thermophilus (namero de acesso: XM 003663334.1) integrado satisfatoriamente ao seu
genoma. A partir dai, foi realizado um pré inéculo de P. pastoris em meio tamponado complexo contendo
glicerol (BMGY) até atingir DO600 de 4,0. Em seguida, o indculo foi realizado em meio tamponado
complexo contendo metanol (BMMY) e adicionamos metanol 100% a uma concentragio final de 0,75%
a cada 24 horas para manter a indugcdo. Apds 120 h, coletamos o sobrenadante e passamos por uma
coluna IMAC para recuperar a CHD marcada com Hisbx, e posteriormente o clivamos com TEV-protease,
obtendo uma enzima CDH funcional. Em seguida, testamos a atividade enzimatica, empregando celobiose
e lactose como substratos e mensurando a redugdo de 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP). Além disso,
medimos a produgdo de peroxido de hidrogénio usando uma reagdo com o reagente Amplex(R) Red e
peroxidase de rabano (HRP). Obtivemos resultados preliminares, com pH e temperatura 6timos de 6 e
60 ° C, respectivamente, com preferéncia pela lactose em relacdo a celobiose como substrato. Nossas
perspectivas sdo de usar esta enzima versatil em aplicacbes biotecnolégicas que vdo de redutases de
LMPOs a agentes antimicrobianos e antibiofilmes.
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