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Enzimas capazes de degradar quitina, um polissacarideo recalcitrante
abundante na natureza, estao presentes em muitos microrganismos. Essas
enzimas tém potencial para serem utilizadas no desenvolvimento de produtos
inovadores para a agricultura, medicina e industria, tais como antifungicos e
quito-oligossacarideos com atividade antibacteriana e com capacidade de suprimir
tumores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura, durante a
inducao da expressao heterdéloga em células de E. coli, sobre a solubilidade de
enzimas codificadas no genoma de C. violaceum ATCC 12472, que possam atuar
na degradacao da quitina e, possivelmente, exibirem acao contra fungos
patogénicos. Para testar essa hipétese, foram realizadas inicialmente andlises in
silico, a fim de avaliar a probabilidade de diferentes enzimas quitinoclasticas de C.
violaceum serem produzidas de forma sollvel quando expressas intracelularmente
em E. coli. Apdés essas anadlises, algumas proteinas com maior propensao a
solubilidade foram escolhidas, representando membros das familias AA10 (3
proteinas), GH3 (2 proteinas) e GH23 (3 proteinas). Plasmideos contendo as
sequéncias de DNA codificando essas proteinas foram entao introduzidos em E.
coli BL21(DE3) e a expressao das moléculas recombinantes foi realizada em
diferentes temperaturas (20 °C, 25° C, 30 °C e 35 °C), em escala piloto. A analise
por eletroforese (SDS-PAGE) das fracbOes intracelulares de células induzidas,
revelou em todas as amostras, a presenca de bandas com massas moleculares
aparentes que correspondiam aos valores esperados, com base nas massas
calculadas a partir das sequéncias. Além disso, parte considerdvel de cada
proteina recombinante foi produzida de forma sollvel, com maiores niveis de
expressao nas temperaturas iguais a 20 °C (1 proteina), 25 °C (1 proteina) ou 30
°C (6 proteinas). Isso abre precedentes para a producdo e purificacao, em larga
escala, de proteinas quitinoliticas recombinantes com potencial antifungico.
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