INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA, CONSERVACAO E
BIOLOGIA EVOLUTIVA — PPGGCBEV

Clonagem e expressédo regulada do cDNA da glicoamilase de

Aspergillus awamori em Pichia pastoris

EDSON JUNIOR DO CARMO

Manaus — Amazonas
Margo/2010



EDSON JUNOR DO CARMO

Clonagem e expresséo regulada do cDNA da glicoamilase de

Aspergillus awamori em Pichia pastoris

Orientador: Spartaco Astolfi Filho, Dr

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em
Genética, Conservacdo e Biologia
Evolutiva do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazo6nia como parte
dos requisitos para obtencdo do
titulo de mestre em Genética,
Conservagdo e Biologia Evolutiva.

Manaus — Amazonas
Marcgo/ 2010



C287 Carmo, Edson Junior do
Clonagem e expressao regulada do cDNA da glicoamilase de
Aspergillus awamori em Pichia pastoris / Edson Junior do Carmo .---
Manaus: [s.n.], 2010.
xix, 115 f.: il. color.

Dissertacdo (mestrado)-- INPA, Manaus, 2010
Orientador: Spartaco Astolfi Filho
Area de concentracdo: Genetica, Conservacao e Biologia Evolutiva

1. Aspergillus awamori. 2. Expanséo génica. 3. Clonagem. 4. Enzimas
recombinantes. 5. Pichia pastoris. 6. Expressdo heterdloga. 7. Etanol.
. Titulo.

CDD 19. ed. 589.20415

SINOPSE

A enzima glicoamilase é classificada como uma exoamilase e possui atividade
sacarificante sobre o amido, hidrolisando-o em glicose. Foi desenvolvido um sistema de
expressdo de proteinas heter6logas utilizando a levedura metilotréfica Pichia pastoris
para a producéo de glicoamilase do fungo Aspergillus awamori. A proteina secretada se
mostrou ativa e de boas caracteristicas em aplicagdes industriais.

Palavras-chave: 1. Enzima recombinante 2. Amido 3. Expressdo Heterdloga. 4. Etanol
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Resumo

A utilizacdo de produtos biotecnologicos, especialmente proteinas e enzimas no setor
industrial, tem aumentando significativamente em nivel mundial. A glicoamilase é uma
das principais enzimas responsaveis pela hidrolise do amido para a formacéo de xarope
de glicose, matéria-prima utilizada pela inddstria de alimentos e como fonte de carbono
em processos fermentativos diversos. A levedura metilotréfica Pichia pastoris tem sido
utilizada com sucesso para expressao de varias proteinas de interesse biotecnolégico. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o sistema de expressdo heter6loga utilizando a
levedura P. pastoris para a producdo da enzima. O cDNA da glicoamilase isolado do
fungo Aspergillus awamori 2B 361 U2/1 foi inserido no genoma de P. pastoris
utilizando o vetor de expressdo pPIC9, baseado no promotor AOX, gerando clones
recombinantes de fenétipos Mut® e Mut® cultivados sob agitacdo constante para a
producdo e secrecdo da proteina. As atividades das enzimas foram avaliadas utilizando
0 método DNS que quantifica agUcares redutores resultantes da clivagem das moléculas
de amido. A maxima atividade enzimatica observada no sobrenadante bruto do clone
com fenétipo Mut” foi 7.7 U/mL e do clone transformante Mut® foi 6.9 U/mL. Os dois
clones secretaram glicoamilases com 116 kDa que apresentaram diferentes poder
catalitico, mas foram bioguimicamente semelhantes, com mesma temperatura de
atividade 6tima a 60°C, elevada acdo catalitica em pH acido que varia de 4.5 a 2.5 com
atividade méaxima em pH 3.5 e suas estabilidades frente ao pH do meio de reacional,
possuindo portanto, caracteristicas desejaveis para uso em alguns processos
bioindustrias. Ambos os produtos se mantiveram estaveis quando os extratos brutos
foram incubados a temperatura de 4C° por 60 dias, mantendo perto de 100% da
atividade maxima. No entanto, a enzima produzida por P. pastoris Mut™ apresenta
maior estabilidade térmica, retendo cerca de 70% de atividade residual quando incubada
por 60 minutos a 60C°, contra menos de 10% de atividade residual observada para a
enzima expressa pelo clone Mut®, avaliada nas mesmas condicdes. Diferentes
modificagdes pos-traducionais poderiam estar envolvidos na pronunciada diferenca de
estabilidade térmica das proteinas produzidas por P. pastoris que tem se mostrado um

excelente sistema de expressdo de proteinas.

Palavras-chave: Pichia pastoris, Expressdo Heteréloga, Fenétipos Mut™ e Mut®
Glicoamilase.
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Abstract

The utilization of biotechnological products, mainly proteins and enzymes in the
industrial sector, has been increased considerably worldwide. Glucoamylase is of main
enzyme responsible for the hydrolysis of starch for the formation of glucose syrup, raw
material used by the food industry and carbon source in diverse fermentative process.
The methylotrophic yeast Pichia pastoris has been successfully used for the expression
of some heterologous proteins of biotechnological interests. The aim of this work was to
evaluate the system of proteins heterologous expression using the yeast P. pastoris for
enzyme production. The glucoamylase cDNA isolated from Aspergillus awamori 2B
361 U2/1 was inserted into P. pastoris genome using vector pPIC9, based in the AOX
promoter, generating recombinant clones of Mut* and Mut® phenotypes and grown
under constant agitation for enzyme production and secretion. Enzymes activity was
measured utilizing DNS method that it quantifies resultant sugar-reducing of the
breaking of starch molecules. Maximum enzymatic activity observed in the crude
supernatant of Mut® clones phenotype was 7.7 U/mL and Mut® clones phenotype was
6.9U/mL. Both clones producing glucoamylases with 116 kDa that they had presented
different to be able catalytic, but they had been biochemically similar with same
temperature of optimum activity of 60°C, high catalytic action in pH acid that it varies
of 4.5 the 2.5 with maximum activity in pH 3.5 and its stability front pH of reaction
way, possessing therefore, characteristics desirable for use in some processes
bioindustries. Both the products if had kept steady when the crude extracts had been
kept the temperature at 4C° during 60 days, keeping close to 100% of the maximum
activity. However, the enzyme produced for Mut® P. pastoris presents greater thermal
stability, holding back about 70% of residual activity when kept during 60 minutes at
60C°, against less than 10% of observed residual activity for the express enzyme for
Mut® clone, evaluated in the same conditions. Different modifications post-translational
could be involved in the sharp difference of thermal stability of proteins produced for P.

pastoris that if it has shown an excellent system of protein expression.

Key-words: Pichia pastoris, Heterologous expression, Mut® and Mut® phenotypes,
Glucoamylase.
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1 - Introducéo
1.1 - Enzimas como produto da biotecnologia

1.1.2 - Producéo de proteinas a partir de engenharia biotecnologica

A utilizacdo de produtos biotecnoldgicos, especialmente proteinas e enzimas, no
setor industrial, vem aumentando significativamente em nivel mundial. Assim inimeros
esforcos foram realizados no sentido de aperfeicoar seus processos de producdo de
forma a se obter melhores rendimentos e valores de produtividade mais elevados. Nesta
esfera, os microrganismos apresentam consideravel interesse bioldgico devido suas
biomoléculas constituirem modelos naturalmente interessantes para aplicacdo em
bioprocessos ou para ser otimizadas na tentativa de melhores qualidades (Gomes et al.,
2007).

A producdo e obtencdo de moléculas nativas produzidas por organismos
selvagens compreende um conjunto de operacdes que incluem o tratamento da matéria
prima, o preparo de meio de propagacdo e producdo, seqguido das etapas de separacao e
purificacdo do produto (Bon et al., 2008). Entretanto, se identificava varios problemas,
como a dificil triagem e manutencdo de organismos selvagens, 0s baixos rendimentos
na producdo pelos processos tradicionais, a necessidade de produtos mais puros e a
limitacdo na obtencdo de moléculas mais complexas ou que ndo eram sintetizadas por
tais organismaos.

Com a possibilidade de acesso e manipulacdo quase que sem limitacBes das
biomoléculas de origens animal, vegetal e de maneira mais intensa, as dos
microrganismos, uma enorme variedade de genes e seus produtos puderam ser
engenheirados utilizando ferramentas genéticas desenvolvidas pela tecnologia do DNA
recombinante e outras técnicas moleculares, fazendo da biotecnologia molecular um
campo da ciéncia de elevado interesse e bastante promissor (Astolfi Filho et al., 2005),
visando melhorias na obtencéo biotecnoldgica dos mais variados produtos.

Nas trés ultimas décadas, a engenharia genética tem sido empregada com
sucesso para transferir um gene de interesse biotecnolégico de um organismo a outro.
Assim, meios de manipulacdo e transformagdo genética foram criados possibilitando
que os genes fossem estudados e expressos de forma a se obter melhores caracteristicas
para as varias utilizagdes, resultando em trabalhos como expressdo do gene de insulina

humana em microrganismos (Astolfi Filho et al., 2000), humanizagdo de anticorpos



(Pimentel, 2008), caracterizacdo molecular de promotores génicos (Almeida et al.,
2005) expressdo de proteinas de fusdo (Moraes et al., 1995, Moraes, et al., 1999),
producdo de proteinas termoestaveis (Laderman, et al., 1993; Savchenko et al., 2002),
expressao de genes alterados por mutacéo sitio dirigida in vitro (Raid, 2007; Yang et al.,
2007), producdo de enzimas amiloliticas (Astolfi Filho et al., 1986; Fukusumi et al.,
1988; Pimenta et al., 1991; Schenberg et al., 1993; Mdller, 2008; Oliveira, 2009),
producdo e expressdo de biocatalizadores através do sistema de Cell Surface Display
(Jiang et al., 2008), além de novas abordagens para melhorar as técnicas disponiveis
(Arnau et al., 2010)

A engenharia genética aplicada a biotecnologia , além de substituir processos e
obtengédo de produtos tradicionais, apresenta grandes perspectivas de melhoria no bem
estar da populacdo por meio de melhores solugbes para problemas de salde,

alimentacdo, energia, materiais e meio ambiente.

1.2 - Enzimas utilizadas na producéo do etanol

Amido de diversas origens e os varios produtos da biomassa sdo considerados
fontes alternativas da producdo de etanol e necessitam ser desdobrados em moléculas
menores para a fermentacdo alcodlica. Para isso sdo empregadas enzimas hidrolases
especificas para cada tipo de substrato. Visto que o Brasil é um dos paises detentores de
maior potencial na geracdo de matérias primas renovaveis (Bon et al., 2008) o
aprimoramento de processos desses materiais seria bastante benéfico ao
desenvolvimento tecnoldgico é industrial do pais no setor alcooleiro.

Para o desdobramento das matérias primas lignoceluldsicas (residuos
agroindustriais e florestais), constituidas principalmente de celulose, hemicelulose e
lignina, é requerido pré-tratamento fisico ou quimico e s6 ap6s séo aplicadas enzimas
celuloliticas (Brethauer e Wyman 2009). A aplicagdo do pré-tratamento pode ser
dréastica de forma a comprometer a qualidade dos produtos e tornar 0s processos com
custos mais elevados (Soccol et al., 2009). As enzimas lignoceluldsicas, como as
celulases, hemicelulases e lignocelulasese, sdo produzidas por uma diversidade de
microrganismos pertencentes aos géneros de fungos filamentosos Trichoderma,
Penicillim, Aspergillus e Humicola e também por géneros bacterianos como Bacillus,
Cellulomonas e Clostridium. Segundo Soccol et al., (2009), estes microrganismos

produzem uma mistura complexa de enzimas que coletivamente tem especificidade por



ligagdes P-1,4-glicosidicas constituintes dos materiais lignocelulésicos e podem

eficientemente hidrolisa-los para fermentagdo em etanol.

Ja as matérias primas amilaceas sdo menos resistentes a acdo enzimatica,
bastando para tal em alguns casos de rapido tratamento térmico e subsequente hidrolise
com uso de enzimas amilases, que neste caso, convertem o amido em mondmeros de
glicose para a utilizacdo em processos fermentativos e consequente producdo de alcool
(Aiyer, 2005).

1.2.1 - As amilases

As amilases constituem uma imensa familia de enzimas que clivam as ligacbes
glicosidicas do amido (Aiyer 2005; Cereda et al., 2003), liberando diversos produtos,
incluindo dextrinas e progressivamente pequenos polimeros compostos de unidades de
glicose.

Estas enzimas apresentam grande importancia em biotecnologia com aplicac6es
desde industria de alimentos, detergentes, téxtil, inddstrias de papel até a industria do
setor alcooleiro. Apesar da existéncia de fontes das amilases vegetais e animais, as
enzimas microbianas geralmente encontram em maior variedade de tipos e apresentam
vasta demanda industrial (Pandey et al., 2000). Atualmente, consideravel quantidade de
amilases microbianas esta disponivel comercialmente e tém aplicacdo quase completa
na hidrdlise do amido em industrias de seu processamento.

As amilases podem ser divididas em quatro tipos de acordo com a sua atividade
catalitica (Cereda et al., 2003, Moraes, 2004).

As endoamilases, que sdo enzimas capazes de clivar as ligacdes glicosidicas
alfa-D-(1,4) presentes no interior das cadeias de amilose e amilopectina do amido, tendo
como produto final oligossacarideos de tamanhos variados, como dextrina limites. Entre
este grupo de enzimas destacam-se as hidrolases alfa-amilases (Aiyer, 2005);

As exoamilases que hidrolisam ligac6es glicosidicas alfa-D-(1,4) externas como
a B-amilase ou ambas as ligacOes alfa-D-(1,4) e alfa-D-(1,6) glicosidicas, produzindo
somente glicose, a exemplo da glicoamilase (Goto et al., 2004; Bott et al., 2008);



Enzimas desramificadoras que hidrolisam exclusivamente ligac6es glicosidicas
alfa-D-(1,6), das quais a exemplo tém-se a enzima pululanase (Aiyer, 2005; Dong et al.,
1997);

E por fim, ha ainda as amilases transferases que quebram ligacdes glicosidicas
alfa-D-(1,4) da molécula doadora e transferem parte do doador para um aceptor
glicosidico com a formacdo de uma nova ligacdo glicosidica. Enzimas como

amilomaltase e ciclodextrina glicosiltranferase séo assim classificadas (Moraes, 2004).

1.2.2 - Glicoamilase

A glicoamilase ou amiloglicosidase (1,4-alfa-D-glicano glicanoglicoidrolase
E.C.3.2.1.3) é uma enzima extracelular, que rompe as ligac6es alfa-1,4 do amido a partir
da extremidade ndo redutora até a obtencdo de mondmeros de glicose (Chen et al.,
2007; Yang et al.,, 2008). Em menor velocidade, a glicoamilase também atua
hidrolisando as ligagdes alfa-1,6 em posi¢Oes terminais, sugerindo-se, portanto que a
acao da enzima ocorre através de um mecanismo multisseriado no qual a glicoamilase
atua aleatoriamente em toda a molécula de substrato (Lemos et al., 2003).

Em alguns casos, outras moléculas, além das fracGes amilose e amilopectina do
amido, como glicogénio, dextrinas e maltose séo hidrolisadas pela enzima, que atua
também sobre as ligacdes glicosidicas a partir do terminal ndo redutor da cadeia de alfa-
glicanos, gerando alfa-D-glicose (Nunberg et al., 1984).

Também chamadas de enzimas de sacarificacdo, sdo capazes de hidrolisar
completamente o amido em incubacgdes por longos periodos (Puglia, 2006), porém em
uma faixa estreita de temperatura. S8o enzimas usadas em amidos resfriados ja
liquefeitos com a acdo da enzima alfa-amilase para chegar a produtos que serdo usados
como substratos para fermentacdes, ou para a obtencdo biotecnoldgica de glicose e
dextrinas. As glicoamilases sdo amplamente utilizadas na industria alimenticia para a
producdo de xaropes com alto teor de glicose e também empregada na producdo de
alcool e xarope com alto teor de frutose. Lemos et al., (2003) complementam que Varios
microrganismos e plantas produzem a enzima, das quais a maior parte disponibilizada
comercialmente € produzida por linhagens dos fungos Aspergillus e Rhizopus sendo que
entre 0s mesofilos a enzima produzida por Aspergillus é mais termoestavel,

apresentando a maxima atividade em torno do pH 4,5, e em temperaturas de 50-60°C



sendo, entretanto, rapidamente inativada em temperaturas acima de 60°C. Estes valores
de pH e temperatura Otimas sdo comumente encontrados em diversos trabalhos
cientificos (Zanin, 1989; Costa, 1996).

No género Aspergillus, a glicoamilase é codificada por um Unico gene, porém
existem no minimo duas formas variaveis da proteina devido as modificacGes sofridas
na sequéncia de aminodcidos. Durante o processo de dobramento ocorrem glicosilagdes,
formacdo de pontes de dissulfeto e protedlise da proteina, a partir de que, pode se
classificar suas duas formas mais conhecidas: Glicoamilase |1 (GAI) e Glicoamilase II
(GAII), embora varios autores identifiguem outras formas que variam no grau de
glicosilacdo (Silva Jr et al., 1997).

A glicoamilase | é a forma completa da proteina contendo 616 aminoéacidos,
possui 75 kDa e € constituida por um dominio catalitico (DC), um dominio de ligacédo
ao substrato (DLS) e uma sequéncia altamente glicosilada entre estes dois dominios (L),
denominada linker (Figura 01). A variante, glicoamilase 1l de 514 aminoéacidos e 54
kDa, possui 0 dominio catalitico, a regido O-glicosilada, porém, por processamento de
protedlise perde o dominio de ligagdo ao substrato (Nascimento et al., 1998; Sauer et
al., 2000). Segundo Silva Jr et al., (1997), ambas as formas da enzima sdo ativas e
podem ser distinguidas quanto a capacidade de ligar ao amido cru. A forma | possui esta
habilidade e pode atuar substancialmente na molécula de amido natural enquanto que a

isoforma 1l s6 pode atuar em amido gelatinizado.

Figura 1. Imagem da estrutura estendida da glicoamilase de A. awamori. No lado
esquerdo o dominio catalitico (DC), ao centro o filamento ligante ou “linker” (L) ¢ a
direita 0 dominio de ligagéo ao substrato (DLS). Extraido de Lemos et al., 2003.



A proteina possui ainda dois sitios de N-glicosilacdo localizados nos residuos
Asn 171 e Asn 395 (Lemos et al., 2003) e sua estrutura em forma de alteres é apenas
uma conformacéo simplificada, uma vez que a estrutura real da glicoamilase nao foi
completamente determinada (Cardona et al., 1997), embora a organizacdo dos dominios
da molécula tenha sido deduzida por técnicas biofisicas.

A glicoamilase produzida pelo fungo filamentoso A. awamori € caracterizada
por possui uma estrutura em barril alfa/alfa no dominio catalitico altamente compactada
e varios residuos glicidicos, o que Ihe confere consideravel estabilidade. Aleshin et al.,
(1992) estudaram a estrutura cristalina da glicoamilase de A. awamori e propuseram
uma modelo esquemaético para a forma enovelada de parte da proteina (Figura 02). O
dominio catalitico é constituido por treze alpha hélices, das quais doze se arranjam
dentro da estrutura do barril, consistindo de seis alpha hélices externas e seis internas

gue envolvem o sitio catalitico em forma de funil.

Figura 2. Esquema da estrutura tridimensional da glicoamilase de. A awamori. As alfa-
hélices sdo representadas pelos cilindros, os sitios de O-glicosilacdo estdo representados
pelos hexagonos unicos e os sitios de N-glicosilagdo sdo simbolizados pelas cadeias de
hexagonos. (Extraido de Aleshin et al., 1992).



1.3 - Producéo de etanol carburante

As fontes renovaveis de energia tém sido as solucdes atuais tanto para minimizar
0s problemas ambientais como para aumentar a seguranga no suprimento energético,
uma vez que elas podem, em muitos casos, substituir as fontes convencionais de origem
fossil (Santos, 2007).

Depois de passadas algumas décadas desde as primeiras produgdes de etanol no
Brasil e de crises do setor petroleiro mundial, ressurge nos dias atuais a proposta de
estudar novas fontes de sua obtencdo para inser¢do na matriz energética, uma vez que o
etanol possui a vantagem de ser obtido a partir de fontes renovaveis, ser produzido no
pais com autossuficiéncia e ser menos tdxico (Costa Neto et al., 2000).

O etanol pode ser obtido por varios processos tendo como fonte matérias primas
vegetais, possui aproximadamente 35% de oxigénio em sua composi¢cdo e uma
combustdo pouco poluente, ou seja, sua queima resulta predominantemente em calor,
sem presenca de fuligem tipica dos combustiveis de origem do petroleo.

A preocupacdo para utilizacdo de biocombustiveis alternativos veio inicialmente
com o desabastecimento de combustiveis no periodo da Primeira Guerra Mundial,
amadurecendo a ideia de producdo de etanol no Brasil com a obrigatoriedade de adigéo
de 5% e posteriormente 42% de alcool na gasolina importada (Garnero, 1980; Sachs,
2005). Na atualidade, as questbes ambientais e acordos internacionais também tém
contribuido para a valorizacdo dos biocombustiveis que em suma é ditada pelos fatores
econdmicos, ecoldgicos e geopoliticos. Neste contexto, Bon et al. (2008), discutem que
para a implantacdo de novas formas de producdo de biocombustivel, é fundamental que
se considere a preservacdo do meio ambiente, a biodiversidade, a qualidade e a
disponibilidade da agua e o uso ordenado da terra para a producéo de alimentos.

A pesar da boa eficiéncia na exploragdo de etanol a partir de cana de acucar, que
teve sua producdo consolidada nos anos de 1970 com o advento do Programa Nacional
do Alcool (PROALCOOL), que faz do pais um lider mundial na producéo e utilizacio
de alcool combustivel, a producdo de etanol a partir da mandioca € defendida pois
produz alcool de qualidade superior podendo apresentar outras aplicagdes além de
carburante (Cereda et al., 2003). Trinta anos depois da criacdo do PROALCOOL, e
dentro de uma nova crise internacional do petréleo, o Pais depara-se com o desafio de
aumentar consideravelmente a producéo de etanol, ndo apenas para atender ao aumento

da demanda interna, mas também para exportar este combustivel (Bon et al., 2008).



O alcool a partir de cana obteve melhores condi¢des na implantacdo de sua
estrutura, em detrimento ao &lcool produzido de outras fontes vegetais como, por
exemplo, amido de mandioca e matéria lignoceluldsica, que ndo dispunham de meios
produtivos desenvolvidos e confidveis (Marcoccia, 2007; Soccol et al., 2009) ou o0s
processos de seus tratamentos eram incipientes. Entretanto, a producao de alcool, que é
realizada em poucos estados brasileiros, poderia a partir do amido de mandioca ser
incentivada, de forma sustentavel e ecologicamente vidvel, em regides nas quais as
condicdes de solo sdo improprias para o cultivo da cana de acUcar e apropriadas para o
plantio dessa raiz, que é pouco exigente em fertilidade do solo, j& que a o plantio de
cana de acgUcar € realizado em terras araveis de boa qualidade. A produgdo, portanto,
poderia ser feita em regides de baixa densidade demogréafica e de baixa renda per capita,
como forma de melhorar a distribuicdo de renda no Pais e a transferéncia de tecnologias
(Cereda et al., 2003), além de diminuir os custos do transporte e a distribuicdo do
produto gerado.

A utilizacdo de etanol como combustivel para queima seja puro, ou como
aditivo, ndo é a Unica utilizacdo que se pode dar a este produto. O uso como futuro
elemento na geracdo de energia elétrica em células a combustiveis, equipamentos com
eficiéncia energética superiores aos motores de combustdo interna, € uma das
possibilidades, além da elaboracdo de seus derivados e subprodutos como: amida,
butila, etila, vinila, borrachas sintéticas, PVC e compostos pléasticos em substituicdo a
diversos elementos hoje provenientes do petréleo (Marcoccia, 2007).

Os processos atuais de producdo do etanol se dividem basicamente em dois: 0
primeiro se faz pela utilizacdo da fermentacdo direta dos acUcares existentes nas
matérias primas, como caldo de cana, melacgo, caldo de sorgo; o segundo decorre da
fermentacdo indireta das matérias primas, que tenham caracteristicas amilaceas ou
celulésicas como grao de cereais, mandioca, batata e bagaco de cana.

A producdo de alcool a partir de amido de mandioca possui algumas etapas no
processo que sao diferentes aos usados no processamento de cana de agucar, 0s quais se
baseiam principalmente no preparo da matéria prima e no sistema de fermentacdo. A
cana de agUcar passa apenas por um processo simples para extracdo e fermentacdo do
acucar sacarose que se encontra no seu colmo, no entanto, é de dificil obtencéo o xarope
de sacarose puro. A mandioca por possuir amido, passa por etapas de conversdo desta

macromolécula ramificada em aclcares e depois sua fermentacdo, que ocorre apds a



liquefacéo e sacarificacdo do amido com o uso atrativo de enzimas bioldgicas ou ainda
de &cidos que sdo menos atraentes e eficientes (ABAM, 2006), por liberar subprodutos
indesejaveis. Entretanto, a mandioca possui quantidades maiores de carboidratos por
unidade de matéria prima e pode proporcionar extratos de glicose altamente puros, o
que por consequéncia acaba tendo bons rendimentos, e justifica os investimentos na
producdo de etanol a partir de amido.

Os avancos biotecnoldgicos tém proporcionado condicdes ideais e ganhos de
produtividade na fermentacdo de amido pela melhoria dos usos de linhagens de

leveduras e de producao de enzimas bioengenheiradas.

1.4 - Hidrélise do amido

O amido é um dos mais abundantes polimeros encontrados na natureza e é
constituido de dois compostos de elevado peso molecular, a amilose e a amilopectina
(Aguero, 1998; Gongalves, 2007). A amilose € formada por residuos de alfa-D-glicose
unidos por ligacbes alfa-1,4. A amilopectina é uma estrutura altamente ramificada, na
qual os residuos de alfa-D-glicose unidos por ligacdes alfa-1,4 sdo interconectados por
ligacOes alfa-1,6 (Lehninger, 2006).

Na Figura 03 é apresentada uma representacao da estrutura do amido, o qual tem
suas moléculas constituintes variaveis em proporcao de acordo com a fonte da matéria

prima da qual é isolado.

Figura 3. Representagdo da estrutura polimérica do amido. A primeira cadeira linear
representa a amilose e a segunda cadeia ramificada representa a amilopectina.
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As industrias alimenticias sdo as maiores consumidoras de amido, entretanto,
este polimero é usado também em diversos fins industriais destacando-se seu uso como
espessante, ligante ou estabilizante em diferentes segmentos da industria de alimentos
nos processos de engomagem e acabamento nas industrias téxteis, e para dar corpo e
acabamento em varios produtos originarios da industria papeleira, tendo aplicacGes
ainda na industria quimica, metallrgica, plastica, lavanderias (Leonel e Cereda, 2002;
Silva, 2006) e recentemente este produto tem atraido a atengdo do setor energético para
a producao de etanol carburante (Leonel e Cabello, 2000; Palma, 2003).

No Brasil, uma das culturas com grande potencial na producdo de amido para o
setor de combustiveis € a plantacdo de mandioca, produto de onde os hidrolisados
podem ser elaborados com vantagens competitivas através de processos mais rentaveis e
com menores investimentos, devido as caracteristicas particulares dos substratos
amiléaceos, tais como, maior concentracdo de acucares, menor tempo de geleificacdo e
menores teores de proteinas e lipideos (Surmely et al., 2003).

O amido pode ser desdobrado em moléculas menores tanto pela hidrélise
quimica quanto pela hidrélise enzimatica (Carioca e Arora, 1984).

No processo quimico, sdo usados acidos minerais, tendo como principal produto
pirodextrinas e glicose (Filho e Mendes, 2003). E um tratamento barato e bastante
difundido nas industrias brasileiras, porém apresenta maiores dificuldades na obtencéo
de produtos de boas qualidades e exige cozimento sob pressdo com temperatura alta
(Cereda et al., 2003; Surmely et al., 2003). Na hidrélise enzimatica, apesar dos custos
um pouco mais elevados, uma vez que no Brasil grande parte das enzimas sao
importadas do mercado internacional, ainda existem diversas vantagens na obtencéo dos
hidrolisados de amido. Os produtos sdo de simples obtencdo indo de glicose a dextrinas
de maior pureza por ter menos residuos indesejaveis. Neste processo faz se 0 uso de
enzimas amiloliticas que vao agir mais facilmente no amido na presenca de agua e calor
(Surmely et al., 2003).

Diferentes hidrolases amilases séo utilizadas industrialmente para a producao de
oligos ou monossacarideos a partir do amido. Independente da origem do amido e dos
produtos resultantes ha trés passos em seu tratamento com enzimas (Bertoldo e
Antranikian, 2002; Gomes et al., 2007).

O primeiro passo é feito com a solubilizagdo do amido, que acontece em meio

aquoso a altas temperaturas, pois 0s polimeros de amilose sdo insolUveis em agua na
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temperatura ambiente, havendo alcalinizacdo e posterior adicdo de calcio no meio. A
liguefacdo do amido é o segundo passo, que acontece por uso de endoamilases como
alfa-amilases termoestaveis de origem microbiana. Ocorre em faixas de pH entre 6,0 e
6,2 a 95°C, produzindo dextrinas ramificadas e oligossacarideos lineares. Por Gltimo, a
finalizacdo da liquefacdo ocorre por reducdo do pH da solucdo para a realizacdo do
terceiro passo, a sacarificagdo, que ocorre a 60°C em faixas de pH entre 4,2 a 4,5 por
cerca de 96 horas, sendo utilizadas exoamilases como glicoamilases de origem flngica e
amilases desramificadoras como a pululanase, neste passo, o uso de diferentes enzimas
pode fornecer produtos e subprodutos diferenciados, mas principalmente glicose que
seré o substrato para a fermentagao.

Os substratos da fermentagdo alcodlica sdo, subsequentemente, metabolizados
por um agente biolégico adequado, via de regra leveduras, e, apds o consumo do
substrato, o agente bioldgico é separado do meio fermentado para posterior
reaproveitamento. Assim o liquido resultante, ap6s o consumo dos componentes do
meio de fermentacdo é destilado para se concentrar o etanol produzido (Bon et al.,
2008).

1.5 - Sistemas de expresséo heteréloga

Devido muitos microrganismos secretar quantidades limitadas de enzimas ou
outras proteinas e peptideos, a expressdo heter6loga em outras células hospedeiras tem
sido empregada para potencializar a obtencdo desses produtos de interesse
biotecnologico. Neste sentido, diversos sistemas de expressdo de genes heterdlogos
foram desenvolvidos para procariotos como Escherichia coli (Laderman et al., 1993,
Hannig e Makrides, 1998; Baneyx, 1999; Terpe, 2006; Vaz, 2008; e Bacilus sp. (Yang
et al., 2001) e mais eficientemente para leveduras (Sreekrishna et al.,1997).

Os sistemas de expressao procarioticos sdo em principio Uteis por produzir
proteinas recombinantes a partir de genes de origem tanto procaridtica quanto
eucaridtica. Porém, em muitos casos, as proteinas eucaridticas sintetizadas por bactérias
sdo instaveis, ndo possuem atividade biologica e podem ser contaminadas com toxinas
bacterianas (Rodrigo, 2004). Em E. coli, que é o sistema de expressdo procariotico bem
mais usado, Vaz (2008) aponta que a expressdo da proteina recombinante pode ser
considerada um processo estranho a célula, ou seja, ndo fazendo parte do seu conjunto

metabolico natural e geralmente acaba causando problemas a célula hospedeira que
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reage as condicOes adversas de varias formas, dificultando a obtencdo da proteina de
interesse. Para evitar estes e outros problemas na obtencdo de produtos como proteinas,
enzimas e hormonios, sistemas de expressdo heter6loga eucaridticos utilizando
leveduras foram desenvolvidos e sdo mais atrativos quanto a sua eficiéncia na
elaboracdo final dos produtos expressos e secretados.

Os microrganismos eucarioticos sdo bons modelos para expressao heterdloga por
ser de facil manipulacdo genética e de bom crescimento, assim como 0s sistemas
procarioticos, porém possuem a particularidade de apresentar a capacidade de realizar
modificagdes pos-traducionais nas proteinas (Cregg, 1993), além de altos niveis de
expressdo. A primeira levedura selecionada para tal fim, devido amplo conhecimento
sobre sua genética e fisiologia (Cregg, 1993; Sreekrishna et al., 1997) foi
Saccharomyces cerevisiae. Devido a estas vantagens e a possibilidade de se modificar
as vias metabdlicas a fim de aumentar o rendimento da producdo, muitos genes
heter6logos foram expressos neste organismo para diversas finalidades (Astolf Filho et
al., 1986; Siqueira, 2006). Sistemas eucaridticos de expressao utilizando as leveduras
Kluyveromices marxianus (Kostova et al., 2008), Hansenula polymorpha (Gillissen,
2000) e Pichia pastoris (Cregg, 1993) dentre outros eucariotos como fungos do género
Aspergillus (Zhang et al., 2008) e até microalgas (Kim et al., 2002) também se
mostraram eficientes, ndo apenas na expressao do gene, mas em alguns casos, também

na secre¢do da proteina.

1.5.1 - Pichia pastoris como sistema de expressao de genes exdgenos

As leveduras sdo fungos que se apresentam predominantemente na forma
unicelular, usualmente se reproduzindo por gemulagdo ou brotamento. Como células
simples, crescem e se reproduzem muito rapidamente, e sdo mais eficientes na
realizacdo de alteragdes quimicas por causa de sua relacdo area/volume (Carvalho et al.,
2006).

Pichia pastoris ¢ uma levedura metilotrofica (Sreekrishna et al., 1997
Cereghino e Cregg, 1999; Tuite et al., 1999; Sunga et al., 2008) do grupo dos
ascomicetos homotalicos, usualmente seu estado vegetativo é na forma haploide que se

multiplica assexuadamente via brotamento.
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Na década de 80, a Companhia Phillips Petroleum, juntamente com a Salk
Institute Biotechnology/Industrial Inc. (SIBIA, La Jolla, USA), avaliaram o potencial de
P. pastoris como sistema para producdo de proteina heterdlogas. Desde entdo, esta
levedura tem sido amplamente utilizada na producdo de proteinas de interesse
académico e biotecnoldgico (Cereghino e Cregg, 2000).

A partir dai a levedura P. pastoris tém se mostrado um modelo de sucesso de
producdo de proteinas heterdlogas, j& que além de ser de facil manipulagdo, produz e
secreta altos niveis da proteina desejada e faz as modificagdes necessarias no
polipeptidio nascente, como glicosilacdo, formacdo de pontes dissulfeto e
processamento proteolitico (Cereghino e Cregg, 2000; Hamilton, 2003).

Segundo Torres e Moraes (2001), a maioria das proteinas expressas pela
levedura é glicosilada e o tamanho da cadeia de carboidratos adicionados por ela € bem
menor que aquele adicionado por S. cerevisiae. A estrutura destes oligossacarideos é
muito similar a adicionada em mamiferos e, por ndo ser capaz de adicionar manoses
terminais com ligagdes alfa-1,3, como S. cerevisiae, em geral as proteinas produzidas
em P. pastoris sdo menos imunogénicas. Diferentemente de outras leveduras utilizadas
para expressdo de genes exdgenos P. pastoris normalmente ndo realiza
hiperglicosilacdo da proteina secretada, ndo interferindo portanto, nos processos de
enovelamento e dobramento finais da proteina madura (Cregg et al., 1989; Guo et al.,
2008).

Dentre as caracteristicas vantajosas de P. pastoris como sistema de expressao
heter6loga, destaca-se o fato desta levedura ter o status GRAS (Generally Regarded As
Safe) e converter de 30 a 40% do seu peso em proteinas (Torres e Moraes, 2001). Outra
vantagem da utilizacdo deste modelo de producdo é a possibilidade de se utilizar
metanol como indutor da expressdo do gene heter6logo (Ayed et al., 2008). Isso se deve
ao fato de que, por ser uma levedura metilotréfica, a P. pastoris pode usar metanol
como Unica fonte de carbono e energia reduzindo os custos de producdo heterdloga
(Sreekrishna et al., 1997; Cereghino e Cregg, 2000).

Os sistemas de expressdao em P. pastoris sdo mais eficazes para expressar genes
e secretar seus produtos que em seus organismos nativos, codificam proteinas que
naturalmente sdo secretadas em baixos niveis (Higgins e Cregg, 1998). Os altos niveis
de expressédo estéo relacionados ao forte promotor induzivel e regulavel por metanol,

derivado do gene da proteina alcool oxidase 1 (AOXI) de P. pastoris usado para
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transcrever genes heterdlogos e a expressdao do gene aoxl é fortemente controlada
transcricionalmente em duas etapas: primeiro, através de um processo de
repressdo/desrepressédo e, em seguida, por um mecanismo de inducdo, tendo como
repressor a glicose e indutor o metanol.

Proteinas heterélogas expressas em P. pastoris podem ser produzidas em
grandes quantidades tanto intracelularmente como secretadas ao meio de cultura e
devido ao fato desta levedura secretar poucas proteinas nativas (Cregg et al., 1993), a

purificacdo de proteinas heterélogas no sobrenadante da cultura é facilitada.

1.5.1.1 - Metabolismo do metanol

Nesta levedura, ha dois genes para enzima alcool oxidase, 0 gene aox1 e 0 gene
aox2. Embora os produtos destes genes sejam bastante similares quanto suas sequéncias
e funcBes, mais de 95% da atividade enzimatica da alcool oxidase (AOX) é atribuida a
expressdo do gene aox1 em presenca de metanol (Cregg et al. 1993). Isso é resultado da
maior forca do promotor do gene aoxl comparado ao seu similar aox2 quando
induzidos, onde é vista uma porcentagem em torno de 5% para 0 RNA mensageiro do
gene aox1 entre todos os tipos de RNAs (Cregg e Madden, 1988).

Com metanol agindo como indutor, a via metabdlica se inicia com a oxidagéo do
metanol para formar formaldeido e perdxido de hidrogénio, reacdo que é catalisada pela
enzima alcool oxidase (AOX) presente na organela chamada peroxissomo. O perdxido
de hidrogénio que apresenta toxicidade para a célula € entdo rapidamente degradado em
agua e oxigénio (Cregg et al., 1989) pela enzima catalase. O formaldeido produzido sera
a base para a obtencdo de energia para o crescimento da levedura e é metabolizado no
citoplasma até a formacdo de dioxido de carbono. Dentro do peroxissomo, parte do
formaldeido serd convertida em outros precursores de constituintes celulares. As
reagOes envolvidas no metabolismo do metanol estéo indicadas na Figura 04.

Por vezes, o alto rendimento das proteinas expressas sob acdo do AOXI, encontra
uma de suas limitacdes que é a aplicacdo do metanol, um subproduto do petréleo, o que
poderia ndo ser apropriado para produtos alimenticios (Cereghino e Cregg, 1999).
Assim, outros promotores tém sido descritos para expressdo heteréloga em P. pastoris
(Almeida et al., 2005; Mack et al., 2009), sendo alguns destes promotores baseados em

genes constitutivos do proprio organismo. Contudo, a vantagem do sistema AOX1 é a
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sua forte condicdo regulada de ativacdo e repressdo durante o crescimento da levedura
que passa a ser vantajosa em casos em que se almejam altos niveis de expressdo de
proteinas heter6logas (Torres e Moraes, 2001) foco de muitos processos de producgdo

biotecnolodgica de proteinas recombinantes.
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Figura 4. Via metabdlica do metanol em P. pastoris. 1-Alcool oxidase; 2-Catalase; 3-
Formaldeido desidrogenase; 4-Formato desidrogenase; 5-Dihidroxicetona sintase; 6-
Dihidroxicetona quinase; 7-Frutose 1,6-bifosfato aldolase; 8-Frutose 1,6-bisfosfatase
(Cereghino e Cregg, 2000).

Em muitos trabalhos recentes é reportada a eficiéncia na secrecdo, em altos
rendimentos de proteinas expressas ativas nesta levedura metilotrofica, como a
expressdo da proteina humana de ligacdo ao retinol (Wysocka-Kapcinska et al., 2010),
funcionalidade do receptor Fc neonatal humano (Lee et al., 2009), proteinas
antifangicas (Lopez-Garcia et al., 2009), altos niveis de expressdo de endoquitinase
(Lee et al., 2010) e ainda Mack et al., (2009) que fazem a comparacdo entre proteinas
expressas sob acdo do promotor AOX1 e do promotor FDH (Formato Desidrogenase) de

Pichia, e descrevem a superioridade do nivel de secre¢do para o promotor AOX1.
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1.5.1.2 - Linhagens de P. pastoris

Considerando a eficiéncia das caracteristicas da levedura metilotro6fica como
sistema de expressdo, foram desenvolvidas algumas linhagens mutantes de P. pastoris,
as quais segundo Cregg et al., (1989) foram derivadas do organismo tipo selvagem
NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories, Peoria, Il).

As linhagens foram desenvolvidas com mutagfes auxotréficas para
proporcionar a sele¢do de transformantes. Ha também mutantes com os genes da enzima
alcool oxidase nocauteados determinando fendtipos diferenciados quanto a assimilagédo
de metanol, em outro caso, para minimizar os problemas de liberacdo de proteases no
meio de cultivo foram desenvolvidas linhagens que ndo possui genes que codificam
algumas proteases, garantindo melhor qualidade do produto secretado no meio de
cultivo. Outras linhagens foram projetadas para expressar genes de proteinas especificas
integrados no genoma da hospedeira e podem ser utilizadas como controle de expressao

extra ou intracelular (Invitrogen, 2006).

1.5.1.3 - Vetores de expressao

Existem muitos vetores comerciais que podem ser usados para expressar
proteinas em P. pastoris. Os vetores de expressao sdo geralmente integrativos, 0s quais
possuem um cassete de expressdo formado pelo promotor e pela regido terminadora de
transcricdo do gene aox1, além de uma marca de selecdo, sendo a mais utilizada o gene
histidinol desidrogenease (his 4) e ainda em alguns ha o fator alfa de S. cerevisiae como
sinal de secrecédo do peptideo (De Paula, 2006).

S&o vetores bifuncionais (shuttle vectors), pois séo utilizados para transformar
tanto leveduras e a bactéria E. coli. As marcas de selecdo para vetores de expressdo
podem ser auxotréficas para P. pastoris e dominantes para selecdo bacteriana. Nas
hospedeiras, quando dele¢bes ou mutacdes génicas impedem a sintese de aminoacidos
essenciais para a nutricao da levedura, diz-se em selecdo de marca auxotrofica. No caso
de genes que conferem resisténcia a algum antibacteriano, tem-se uma selecéo de marca
dominante.

Alguns vetores do sistema expressdo possibilitam a secrecdo de proteinas

heter6loga através de uma sequéncia sinal introduzida logo depois da regido promotora.
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Entre as sequéncias sinais de secre¢cdes mais utilizadas hd o peptideo do fator sexual
a(a-MF) de S. cerevisiae, mas podem ser substituidas por sequéncias sinais da proteina
nativa a ser expressa. Varias abordagens tém sido feitas para langar novos vetores para a
levedura sob acdo de outros promotores que ndo o AOX1 (Almeida et al., 2005; Mack et
al., 2009).

1.5.1.4 - Fenotipos da levedura e formas de integracdo no genoma de P. pastoris

A forma com a qual o cassete de expressao se integra no genoma de P. pastoris
possibilita caracterizar trés fenotipos diferentes, que se relacionam com a habilidade da
levedura em metabolizar metanol. Tais fendtipos sdo o Mut® (Methanol Utilization
Plus), nos quais as linhagens de hospedeira apresentam 0s genes aox1 e aox2 funcionais
no seu genoma e possuem crescimento que aproxima daquele apresentado pela levedura
selvagem, o fenétipo Mut® (Methanol Utilization Slow), dependente da fraca transcricdo
do gene aox2 uma vez que possui 0 gene aox1 ndo funcional, e por fim o fen6tipo Mut’
(Methanol Utilization Minus) que possui 0s dois genes aox inativos impossibilitando a
metabolizacdo de metanol, e a levedura ndo cresce na caréncia de outros nutrientes
(Cregg et al., 1985).

Os mecanismos pelos quais ocorrem a integracao e transformacéo em P. pastoris
podem ser feitos por adicdo ou por substituicdo génica (Cregg et al., 1993; Tuite et al.,
1999).

Na integracdo por adicdo, uma linhagem mutante auxotréfica é transformada
com vetores circulares ou linearizados em uma Unica marca de selecdo, no locus his4 ou
no promotor AOX1 (Daly e Hearn, 2005). Recombina¢Ges homologas entre sequéncias
compartilhadas pelo vetor linearizado e pelo genoma da hospedeira, ocorrem, resultando
na integracao por um evento de crossover simples em frequéncia de 50 a 80% das vezes
e insercdes em tandem podem ocorrer com eventos de recombinacéo repetidos gerando
transformantes multicopias.

Em adicdes no l6cus his4, quando leveduras de feno6tipo Mut™ sdo transformadas
com vetores linearizados na regido HIS4 o fenotipo dos transformantes ndo € alterado
(Figura 05). Ja a insercdo por adicdo utilizando AOX pode ocorrer por recombinacdes
entre as regides AOX do vetor com sequéncias de homologia do genoma de P. pastoris,

também resultando em fendtipo Mut®, por ndo inativar o gene aox1 (Figura 06).
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Figura 5. Esquema da integracdo no genoma da levedura por adicdo génica no locus HIS4

(Invitrogen, 2006).
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Figura 6. Esquema da integracdo no genoma da levedura por adicdo génica no locus

AOX1 (Invitrogen, 2006).
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Na integracéo por substituicdo génica, o gene aox1 é deletado e substituido pela
ocorréncia de duplo crossover no locus aox1, que ocorrem ap6s dupla digestdo do vetor
de expressdo, ficando o cassete de expressdo e o vetor flanqueados pelas sequéncias 5° e
3" no locus aox1 (Tuite et al., 1999). Esta estratégia ocasiona em transformantes de

copias unicas com frequéncia de 10 a 20% dos eventos de transformacéo (Figura 07).
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Figura 7. Esquema da forma de integracdo por substituicdo génica do gene aoxl
acarretando mudanca no fenotipo da levedura hospedeira (Invitrogen, 2006).

A integracdo pode ocorrer tanto em copia Unica do cassete de expressao quanto
por vérias copias. Transformantes de cOpias Unicas em P. pastoris podem ser eficientes
para forcar a transcricdo do gene exdgeno, embora transformantes de mdltiplas cépias
supostamente teriam maiores potencialidades (Sunga et al., 2008).

P. pastoris como um eficiente sistema de expressao de genes exdgenos pode ser
visto em trabalhos de diversos autores Cregg e Madden, (1988); Cregg et al., (1989);
Fierobe et al., (1997); Whittaker e Whittaker, (2000); Daoud et al., (2001); Inan e
Meagher, (2001); Oledzka et al., (2003); Liu et al., (2005); Chen et al., (2007); Boettner
et al., (2007); Mdller, (2008); Tsai et al., (2008); Sunga et al., (2008); Wysocka-
Kapcinska et al., (2010); Lee et al., (2010) e entre muitos outros.
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2 - Justificativa

Alteracdes no suprimento ou no uso de petréleo, que é responsavel por grande
parte do fornecimento de energia priméria do planeta, teriam desdobramentos
econdmicos, politicos e sociais importantes na sociedade.

Com o intuito de minimizar esta possibilidade, o uso de matérias primas como
amido de mandioca ou de produtos da biomassa vindo de residuos agroindustriais como
a celulose, hemicelulose e lignina, para a producdo de etanol é bastante incentivada,
tendo em seus processos mais rentaveis a utilizacdo de enzimas bioldgicas (Soccol et
al., 2009).

As enzimas sdo produtos bastante explorados pela industria biotecnoldgica, onde
sdo amplamente utilizadas em varias aplicacbes. Enzimas de microrganismos possuem
vantagens sobre equivalentes de origem animal ou vegetal, tais como menores custos de
producdo, produgdo em larga escala industrial, amplo aspecto de caracteristicas fisico-
quimicas e elevada especificidade da acéo biocatalisadora.

A crescente demanda na producdo de etanol para diversas aplicacdes requer
processos menos complexos e mais rentdveis no tratamento das matérias primas
utilizadas. Entre as fontes alternativas o amido tem demonstrado possibilidade de
proporcionar maiores rendimentos do produto quando tratados com enzimas, em
detrimento dos tratamentos quimicos (Bon et al., 2008). Assim 0 uso de enzimas é de
consideravel importancia e atrativo, por estas serem produzidas por uma diversidade de
microrganismos e industrialmente por diferentes técnicas incluindo fermentagdo
submersa, continua e a fermentacdo em estado solido, numa quantidade e qualidade
desejada, utilizando os microrganismos naturais ou 0s bioengenheirados.

O emprego de enzimas amiloliticas na producdo de etanol a partir de substratos
amilaceos mostra-se ainda mais vantajoso por trazer reduc¢do dos custos permitindo que
as etapas de sacarificacdo (hidrélise do amido em glicose) e fermentacdo sejam
realizadas concomitantemente, melhorando a eficiéncia da conversdo do amido (Nikolié
et al., 2010). Neste cenério, a glicoamilase € uma enzima sacarificante de elevada
potencialidade em tal aplicagdo, uma vez que possui ampla acdo catalitica podendo
atuar em toda a molécula de substrato levando as unidades menores fermentaveis.

Embora a hidrolise enzimatica tenha se consolidado como o procedimento mais
efetivo pelos rendimentos observados, por ndo gerar inibidores formados na hidrélise

acida e pelas vantagens ambientais, a sua viabilidade econémica esta relacionada aos
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custos das enzimas, que no Brasil é obtida em sua grande maioria pela importacéo,
elevando portanto, os custos do tratamento enzimatico.

Devido a esta forte dependéncia do setor de producgdo de proteinas brasileiro ao
mercado internacional, faz-se necessario o desenvolvimento de processo e formas
variadas de producdo interna. Para tanto, o emprego da biotecnologia é indispensavel na
tentativa de se desenvolver meios modernos e satisfatorios que potencialize o

desenvolvimento e a consolidagdo do mercado de producgédo de enzimas no Brasil.
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3 - Objetivos
3.1 - Objetivo Geral

Clonar e expressar o0 cDNA da glicoamilase de Aspergillus awamori na

levedura Pichia pastoris e analisar o produto génico recombinante.

3.2 - Objetivos Especificos

1) Amplificar o cDNA da glicoamilase de A. awamori clonado no vetor pG5
utilizando iniciadores especificos e inserir sitios de restricdo para a clonagem

direcionada;

2) Clonar a sequéncia codificadora da glicoamilase no vetor pCR4-TOPO.

3) Subclonar o cDNA de interesse no vetor pPIC9, que sera utilizado para

expressao em P. pastoris;

4) Obter transformantes da linhagem de P. pastoris GS115 capazes de expressar

0 cDNA e secretar seu produto ativo;

5) Induzir a expressdao do cDNA e secrecdo da proteina de interesse em P.

pastoris e caracterizar o produto recombinante.
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4 - Material e métodos
4.1 - Linhagens de hospedeiras.

As linhagens de hospedeiras utilizadas foram:

- Eschrichia coli TOP 10: F’ [lachTnlo(te|R)]'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80lacZAM 15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®)
endAl nupG (Invitrogen™ - TOPO TA Cloning). Esta linhagem possibilitou a
realizacdo de manipulacdes genéticas, como a propagacdo e multiplicacdo de DNAs
plasmidiais provenientes da ligacdo do fragmento génico aos vetores de clonagem e

expressao.

- Pichia pastoris GS115: gen6tipo his4 e fen6tipo Mut® e HIS ~. Linhagem que possui
mutacdo no gene histidinol desidrogenase (his4), o que a impede de sintetizar o
aminoacido histidina. Esta linhagem foi utilizada para expressdo da enzima
recombinante pela transformagdo com um vetor carregando a marca selecionavel HIS4

e 0 cDNA para glicoamilase.

4.2 - Meios de cultivo.

Os meios de cultivo foram o Luria Bertani (LB), SOB e SOC para o crescimento
bacteriano de E. coli. Para manipulagdo da levedura P. pastoris foram utilizados os
meios de cultivos YPD, MD, MM, BMGY-U e BMMY-U.

A composicdo de cada meio de cultivo e a férmula de algumas solucdes estdo
apresentadas no APENDICE A na pagina 93.

4.3 - Plasmideos utilizados.

Os plasmideos utilizados nas manipulacdes genéticas foram:

Plasmideo pG5: 9,7 kb, um vetor bifuncional de origem de replicacdo em E. coli e em S.
cerevisiae, apresenta a marca de selecdo dominante que confere resisténcia a ampicilina
e uma marca de selecdo auxotrofica LEU2 (Figura 08). Promotor e terminacdo de
transcrigdo do gene constitutivo que codifica a enzima Phosphoglycerate Kinase (PGK)
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de S. cerevisiae e 0 cDNA da glicoamilase de A. awamori previamente isolado por
Astolfi Filho et al., (1990) apud Moraes et al., (1995).

.
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Figura 8. Plasmideo pG5 com o cDNA da glicoamilase clonado para expressdo com o
promotor PGK.

Plasmideo pCR4-TOPO (Invitrogen ™): com 3.9 kb, apresenta genes que conferem
resisténcia a ampicilina e canamicina, origem de replicacdo funcional em E. coli
(pUCori), promotor T7, promotor lac, o fragmento lacZa ligado com o gene camicase
ccdB, regido de multiplos sitios de clonagem, duas bases timina livre em cada
extremidade 3’, as quais tem o processo de ligagdo com qualquer fragmento de DNA
realizado pela energia de ativacdo de uma topoisomerase proxima ao nucleotideo
imediatamente ligado nas timinas livres. Este vetor, (Figura 09), foi utilizado para
clonagem do cDNA da glicoamilase isolado do vetor pG5 resultando entdo no vetor de

clonagem pTPG.
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Figura 9. Plasmideo comercial pCR4-TOPO utilizado para a subclonagem do cDNA da
glicoamilase isolado do pG5

Plasmideo pTPG: com aproximadamente 5,8 kb, oriundo da ligacdo do fragmento
amplificado correspondente ao cDNA da glicoamilase ao vetor pCR4-TOPO este vetor
foi utilizado para transformacdes bacterianas, analise de sua correta construcao via PCR
de colbnia e estoque de DNA recombinante. Apresenta genes que conferem resisténcia a
ampicilina e canamicina, origem de replicacdo funcional em E. coli (pUCori), promotor
T7, promotor lac, o fragmento lacZa ligado com o gene camicase ccdB e regido de

maultiplos sitios de clonagem. Este vetor esta apresentado na pagina 42.

pPIC9 (Invitrogen ™): com 8 kb, possui o promotor do gene da enzima Alcool Oxidase
I (AOX1) induzivel por metanol, sequéncia codificadora do peptideo sinal do gene do
fator alfade S. cerevisiae, origem de replicacdo funcional em E. coli, sitios para
integracdo no genoma de P. pastoris nas regides HIS4 ou AOXL1, regido de multiplos
sitios de clonagem, marca de selecdo auxotroficas para leveduras (HIS4) e gene que
confere resisténcia & ampicilina. O vetor pPIC9 foi usado para construcao do vetor pPG
para expressdo do cDNA de glicoamilase e secrecdo da enzima recombinante (Figura
10).
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Figura 10. Vetor pPIC9 utilizado para a clonagem do cDNA da glicoamilase e sua
expressao em P. pastoris

O plasmideo pPG: tem cerca de 9,9 kb possui as caracteristicas do vetor comercial
pPICY9, o promotor AOX1, sequéncia codificadora do peptideo sinal do gene do fator-
alfade S. cerevisiae, origem de replicacdo funcional em E. coli (pBR322), sitios para
integracdo no genoma de P. pastoris em HIS4 ou AOX1, regido de multiplos sitios de
clonagem, marca de selecdo auxotrdficas para leveduras (HIS4), gene que confere
resisténcia a ampicilina e mais o fragmento codificante de glicoamilase em leitura
aberta no mdltiplo sitio de clonagem logo apés a sequéncia do peptideo sinal (SS) do
fator-alfa de S. cerevisiae e antes do término de transcricdo do gene AOX1 (TT). O

plasmideo pPG esta apresentado na pagina 48.
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4.4 - Estratégias de clonagem

4.4.1 - Isolamento do cDNA de glicoamilase

O cDNA codificante da enzima glicoamilase (GLA) foi isolado a partir do
plasmideo pG5 (Figura 07) por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se a
Taqg DNA Polimerase High-Fidelity (Invitrogen™), com iniciadores previamente
sintetizados contendo os sitios de restricdo ECORI e Notl em suas extremidades 5’ e 3’

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Iniciadores utilizados para a amplificacéo e isolamento do cDNA GLA a partir
do vetor pG5.

Iniciador 5'-3" Sitio de Restri¢éo
Pamy F — GGAATTCGCGACCTTGGATTCATGGTTG EcoRlI
Pamy R - ATGCGGCCGCCTACCGCCAGGTGTCAGTCA  |Notl

A reagdo de amplificagdo foi realizada em dois microtubos distintos para
minimizar a possibilidade de ocorrer mutacdes na sequéncia amplificada. Para cada tubo
usou-se 20 ng de DNA, tampédo 1X, 1 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 pmol de
cada iniciador, 5,0 U de enzima Tagq DNA polimerase High-Fidelity e agua deionizada
esterilizada que completasse o volume de 50 pL.

A programacdo da reacdo de polimerizacdo foi composta por desnaturacdo
inicial a temperatura de 95°C por 5 minutos, seguida de ciclo de 45 vezes passando por
passos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento dos iniciadores com as fitas
moldes na de temperatura de 65°C por 45 segundos, extensdo das novas fitas por 2
minutos a 72°C e um passo de extensao final de 5 minutos a 72°C.

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,0% corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL e visualizados sob luz

ultravioleta (UV) para conferéncia de suas qualidades.
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4.4.2 - Construcéo do vetor pTPG

4.4.2.1 - Clonagem do fragmento isolado no vetor pCR4-TOPO

Nesta estratégia de clonagem aproveitou-se as bases adenina das extremidades
3’0OH da fita dupla do fragmento, inserida pela acdo terminal transferase da Taqg DNA
polimerase ao término da reacdo de amplificacdo, o que possibilitou sua ligacao ao vetor
de clonagem pCR4-TOPO pela complementaridade com as timinas livres presentes em
suas extremidades, obtendo desta forma o vetor pTPG contendo o fragmento de
interesse.

A reacdo de ligacdo procedeu-se a temperatura ambiente por 20 minutos de

acordo com especificacdes do fabricante.

4.4.2.2 - Transformacao bacteriana por eletroporacéo

4.4.2.3 - Preparo de células E. coli eletrocompetentes

Células de E. coli TOP 10 foram cultivadas e tornadas eletrocompetentes apds
sucessivas lavagens com glicerol 10,0%, a partir de que sdo aptas para receber DNA
exdgeno por meio eletroporagdo. Para isso, uma Unica col6nia da bactéria foi inoculada
em 20 mL de meio LB, e levada ao shaker a 37°C overnight. Tomou-se 1 mL dessa
cultura que foi inoculada em 300 mL de LB, (sem antibiéticos) e mantido em agitacédo
até atingir O.Dgoo =0,5. Apbs, o frasco contendo a cultura foi esfriado no gelo por 1
hora e entdo a cultura foi dividida em tubos cada um com 50 mL de capacidade e
centrifugados a 3.500 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
imediatamente e as células ressuspensas gentilmente até soltar e dissolver o pellet,
usando 10 mL de glicerol 10% estéril e gelado. Em seguida ocorreu nova centrifugacao
a 3.500 g por 8 minutos, descarte do sobrenadante e ressuspensdo de cada pellet
novamente em 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. Estas lavagens foram repetidas
por mais 4 vezes centrifugando as células. O pellet foi ressuspenso em 15 mL de
glicerol 10% gelado e estéril, centrifugado e agora ressupenso em 1 mL de glicerol 10%
gelado e estéril. As células eletrocompetentes foram aliquotadas em volume de 80 uL,
congeladas imediatamente e estocadas em freezer na temperatura de -80°C.
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4.4.2.4 - Eletroporacéo da hospedeira E. coli Top 10

A transformagdo consiste na inducdo de descargas elétricas de alta voltagem que
atravessam uma suspensdo bacteriana por mili segundos, criando poros na parede e na
membrana celular, possibilitando a integracdo do DNA exogeno para dentro da célula
hospedeira.

As bactérias eletrocompetentes foram retiradas do freezer -80°C e deixadas
descongelando em banho de gelo por 10 minutos, foi transferido 1 uL do DNA
plasmidial pTPG para o tubo contendo a bactéria, repassando a mistura para uma
cubeta de 1mm que foi incubada no gelo por 5 minutos. Foi aplicado um pulso elétrico
de 1900 Volts em aparelho de eletroporagdo (Mod. Eletroporator 2510 Eppendorf).
Imediatamente ap6s a pulso elétrico foi adicionado 1 mL de meio LB liquido,
transferindo o contetdo para um microtubo de 1,5 mL. Incubou-se a 37° por 1 hora,
com agitacdo lenta seguido de semeadura em meio LB sélido contendo ampicilina na
concentragdo de 200 pg/mL e mantida em estufa bacteriologica a 37°C por 16 horas. O
volume de células para o cultivo em placas variou de 25 a 300 pL. Os clones foram
inicialmente selecionados por apresentarem resisténcia ao antibiético ampicilina, que
apenas é conferida se o plasmideo é inserido na hospedeira. A selecdo também € dada
pela observacdo de que células crescidas possivelmente receberam o vetor com o
fragmento que ao ser clonado no plasmideo, interrompe a sintese do produto do gene
camicase que confere letalidade a hospedeira.

4.4.2.5 - ldentificagdo do cDNA da glicoamilase no vetor pTPG por PCR de colonia

Para a confirmacdo da presenca do inserto nos clones transformantes foi
realizada a PCR de colbnia de 14 clones, escolhidos aleatoriamente, que consistiu em
palitar as colbnias crescidas, dissolvé-las em 5 uL de agua deionizada estéril. Foram
utilizados 2,5 pL da suspensdo como DNA, tampéo 1X, 2,5 mM de MgCl,, 0,3 mM de
dNTPs, 0,2 pmol de cada iniciador, 5,0 U de enzima Taq DNA polimerase e agua
deionizada esterilizada para que completasse o volume de 12,5 L.

A amplificacdo seguiu por desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, ocorrendo em 34

ciclos compostos de 1 minuto de desnaturagdo a 95°C, 45 segundos a 65°C para
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anelamento dos primers iniciadores especificos para glicoamilase, seguidos de extenséo
a 72°C por 2 minutos, com 5 minutos de extensdo final em mesma temperatura.

O perfil eletroforético para visualizagdo dos produtos de amplificacdo se deu em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (0,5 xg/mL) e visualizada sob luz
ultravioleta (UV).

4.4.2.6 - Extracdo de DNA plasmidial

Apols analise de migracdo eletroforética foram selecionados seis clones
recombinantes e realizada a extracdo de DNA plasmidial utilizando o kit Illustra
plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare) que possui solucgdes atuantes nas fases de lise
celular, desproteinizacdo, lavagem e eluicio do DNA plasmidial. Os plasmideos

purificados foram estocados a -20°C para analises posteriores.

4.4.2.7 - ldentificacdo do inserto no vetor pTPG por analise de restricédo

Os plasmideos pTPG extraidos foram tratados com a enzima de restricdo Notl
(New England Biolabs) para reforcar a confirmacdo da presenca e a orientacdo do
inserto. As condicBes para a reacdo de digestdo foram: tampdo NEB3 1X, 0,5 U da
enzima Notl, 50 ng de pPTG e agua que completasse para o volume de 6,0 puL. A reacdo
foi incubada a 37°C por 2 horas. A migracdo eletroforética para visualizagdo do produto
da digestdo se deu em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL) e

visualizada sob luz ultravioleta (UV).

4.5 - Construcdo do vetor de expressao pPG

4.5.1 - Digestdo do vetor de expressdo pPIC9 e do vetor construido pTPG

Para constru¢cdo do vetor de expressdo o plasmideo pTPG foi digerido
duplamente com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl (New England Biolabs) para a
liberacdo do inserto correspondente ao cDNA da glicoamilase. As mesmas enzimas
também foram utilizadas para digestdo dupla do vetor comercial pPIC9 integro. Os
sistemas de digestdo que foram compostos pelos vetores com DNA alvo, enzimas de

restricdo, tampdes que melhor interagem com as duas enzimas e agua deionizada estéril.



31

A visualizacdo dos produtos das digestdes se deu por eletroforese de gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio (0,5 xg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

As bandas correspondentes ao inserto liberado do vetor pPTG e aquela do vetor
de expressdo pPIC9 linearizado foram purificadas do gel de agarose utilizando o kit
comercial Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) seguindo
suas especificacbes para proceder posteriormente a subclonagem do cDNA de
glicoamilase no vetor pPIC9 e construcdo do vetor pPG.

4.5.2 - Subclonagem do cDNA da glicoamilase no vetor de expressdo pPIC9

(montagem do vetor pPG para expressdo em Pichia pastoris)

O cDNA da glicoamilase purificado foi clonado no multiplo sitio de clonagem
do vetor pPIC9 utilizando as extremidades EcoRI e Notl. A reacdo de ligacdo foi
mediada pela agdo da enzima T4-DNA ligase (Amersham) e incubada durante 16 horas
a 16°C.

O produto da ligacdo foi introduzido nas células de E. coli TOP 10 por
eletroporacdo para geracdo de mdaltiplas cépias do vetor recém montado. As células
transformadas foram semeadas em meio LB solido, onde os clones recombinantes
foram selecionados pela sua resisténcia ao antibidtico ampicilina (200 pg/mL) e tiveram
a presenca do inserto confirmada pela realizacdo de uma reacdo de PCR de coldnia
utilizando 15 clones. Apos receber o fragmento correspondente ao cDNA GLA o vetor

pPIC9 foi denominado pPG.

4.5.3 - Identificacdo do cDNA da glicoamilase no vetor pPG por PCR de colbnia

Os transformantes foram retirados do meio de crescimento e transferidos para
microtubos contendo 5 yL de agua deionizada estéril. Foram utilizados como DNA 2,5
pL desta suspensdo misturada a tampéo 1X, 2,5 mM de MgCl,, 0,3 mM de dNTPs, 0,2
pmol de cada iniciador, 0,08 U de enzima Tag DNA polimerase e agua deionizada
estéril que completasse o volume de 12,5 pL. A amplificacdo ocorreu utilizando os
iniciadores especificos para glicoamilase descritos na Tabela 01 (pag. 27), ocorrendo

pelos passos de desnaturacdo inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 34 ciclos
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compostos de 1 minuto de desnaturacdo a 95°C, 45 segundos a 65°C para anelamento
dos primers iniciadores, com temperatura de extensdo a 72°C por 2 minutos, e mais 5
minutos de elongacéo final em mesma temperatura.

Os produtos resultantes da PCR de colénia foram verificados quanto sua
qualidade e concentracdo em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio (0,5
ug/mL) e visualizado sob luz UV. Como os iniciadores possuem sequéncias que
permitem amplificar o exato fragmento da regido codificadora da glicoamilase, a
visualizacdo de amplificacdo confirma também o sucesso da subclonagem do cDNA no

vetor de expressdo e a construgdo do vetor pPG.

4.5.4 - Identificacdo do cDNA da glicoamilase no vetor pPG por andlise de
restricéo

Tendo sido pré-confirmada a presenca do inserto no vetor de expressdo pPG
pelos produtos de amplificagdo, foi realizada extracdo de DNA plasmidial de pPG
alocados nas células bacterianas hospedeiras, utilizando-se o kit Illustra plasmidPrep
Mini Spin (GE Healthcare), seguindo suas especificagdes. Os plasmideos pPG foram
analisados por digestdo dupla com as enzimas EcoRI e Notl (New England Biolabs)
para a confirmacao da presenga do inserto no vetor de expressdo em P. pastoris.

4.6 - Transformacéao da levedura P. pastoris GS115

4.6.1 - Preparo de células leveduriformes eletrocompetentes

Para a transformacdo da levedura metilotréfica foi feita preparacdo de células
eletrocompetentes de P. pastoris GS115, as quais ap6s o impulso elétrico passariam a
conter em seu genoma 0 cDNA da glicoamilase contido no vetor pPG linearizado com a
enzima Bgl Il, proporcionando a integracdo do cassete de expresséo.

A competéncia da levedura em receber DNA exdgeno foi obtida apds crescer
uma colonia de P. pastoris em 5 mL de meio YPD em um erlenmeyer de 125 mL por 24
horas a 30 °C sob agitacdo. Deste pré-inoculo foram retirados 0,5 mL e incubados em
500 mL de meio YPD mantidos em crescimento durante a noite até atingir uma ODgo =
1,3-1,5. Atingindo o crescimento necessario as células foram centrifugadas a 1500 x g
por 5 minutos a 4 °C e ressuspensas em 500 mL de agua gelada estéril. Esse passo foi
repetido por mais duas vezes utilizando em cada repeticdo 250 mL de agua gelada
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estéril. Apos a centrifugacdo as células foram ressuspensas em 20 mL de sorbitol 1 M
gelado estéril, centrifugadas a 1500 x g por 5 minutos a 4°C e ressuspensas com 0,5 mL
de sorbitol 1M, completando para um volume final de 1,5 mL apds a homogeneizagao
vagarosa. Ao final deste passo as células sdo consideradas competentes e foram

estocadas em aliquotas de 80 xL em temperatura de -80°C.

4.6.2 - Linearizacdo do vetor de expressdo pPG para transformagcéo e integracéo
do cassete de expressdo no locus AOX1 por substituicdo génica

O plasmideo recombinante pPG foi linearizado utilizando a endonuclease de
restricdo Bgl 11, (New England Biolabs), que possui dois sitios de clivagem, deixando o
vetor com duas extremidades livres flanqueadas pela regido AOX1. A reacdo foi
realizada com tampdo NEB3 1X, 120U da enzima Bgl I, 18 pg de DNA e agua
deionizada estéril para o volume final de 250 pL, incubada a 37°C por 2 horas e
visualizada em gel de agarose 1%.

A integracdo no genoma da hospedeira ocorre por recombinacdo homdloga
dupla, devido ao vetor de expressdo estar linearizado. Neste tipo de recombinacao,
ocorre a substituicdo do gene aox1 no genoma da levedura pelo cassete de expresséo
contendo o gene de interesse, podendo modificar o fen6tipo das células hospedeiras
para Mut®. Nesta estratégia de integracdo poderdo ser obtidos dois fenétipos de levedura
P. pastoris GS115: o fenétipo Mut® que apresentara a substituicdo do gene aoxl e o
fendtipo Mut”, apresentado por leveduras onde ndo ocorreu a substituicdo do gene aox1,
mas sim a integracdo do cassete de expressdo que € possivel quando ocorre

recombinac6es simples sem perda do gene mais ativo da enzima alcool oxidase.

4.6.3 - Eletroporacédo da hospedeira P. pastoris GS115

Na estratégia de transformacdo da levedura, 80 pL de células de P. pastoris
eletrocompetentes foram homogeneizadas com 10 pg do DNA previamente linearizado
com um volume maximo de 10 pL em tampdo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1
mM). A mistura foi transferida para uma cubeta de 2 mm e incubada em gelo por 5
minutos. A eletroporagédo ocorreu em aparelho do tipo Eletroporator 2510 (Eppendorf),

utilizando-se a voltagem de 1500 V, sendo imediatamente adicionado a cubeta 1 mL de
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sorbitol 1 M gelado que auxilia na recuperacdo da parede celular da célula
leveduriforme. Transferiu-se o contetdo para um microtubo e volumes de 50, 100, 200
e 300 pL das células recém transformadas foram semeados diretamente em placas do
tipo Petri contendo o meio minimo MD e incubadas para crescimento por trés dias a
30°C. Os clones recombinantes foram selecionados pelas suas habilidades de crescerem

em meio sem 0 aminoacido histidina, utilizado como marca de selecéo auxotréfica.

4.7 - Producédo de glicoamilase de Aspergillus awamori em Pichia pastoris em meio
solido
4.7.1 - Selecéo dos clones produtores de glicoamilase

Os clones transformantes de P. pastoris que apresentaram habilidade de
crescimento em meio minimo sem histidina foram utilizados para o screening da sua
capacidade de expressar e secretar glicoamilase recombinante em meio s6lido em placas
do tipo Petri. Para tanto, todos os clones foram semeados em meio BMGY-U para o
crescimento celular e as culturas foram incubadas a 30°C por trés dias. Apos, 0s clones
foram transferidos para o0 meio BMMY-U contendo amido 1% e metanol 0,5% para
induzir a expressdo e incubados por 3,0 dias a 30°C. A cada 24 horas foi adicionado
metanol 0,5% nas tampas das placas das culturas a fim de manter a inducdo da
expressao génica. Os clones produtores da enzima foram revelados pela coloragdo das
culturas em placas contendo o meio BMMY-U, pelo método descrito por Astolfi Filho
et al., (1986) que utiliza vapor de iodo para visualizacdo de halos translicidos ao redor
das colbnias daqueles clones que tiveram o fragmento de interesse expresso. Antes de
proceder a coloragcdo com vapor de iodo, os clones foram repicados em meio MD sélido
para estoque, visto que o iodo representa severa toxicidade para as células. Para os
clones produtores da enzima, foi realizada a medida do didmetro do halo e da coldnia,
para a realizacdo do indice de amilolise (la), que é dado pela férmula la = dh/dc, onde
dh = didmetro do halo e dc = diametro da colbnia, uma forma qualitativa de medir a

atividade da enzima glicoamilase secretada no meio.
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4.7.2 - Selecéo de fendtipos Mut” e Mut® dos clones recombinantes

Para determinacdo dos fendtipos dos clones recombinantes habeis na expressao
do gene de interesse, os mesmos foram semeados no sistema de replica plating em meio
MD e MM e incubados a 30°C por trés dias com adicdo de metanol 0,5% nas placas
com MM. A diferenca na velocidade de crescimento dos clones no meio MM revelou
seus respectivos fenotipos. Células com crescimento mais rapido foram tidas como
Mut*, diferentemente das Mut® que crescem mais lentamente quando metanol é a Unica

fonte de carbono por ndo possuir o gene aox1.

4.8 - Producéo de glicoamilase de Aspergillus awamori em Pichia pastoris em meio
liquido

4.8.1 - Cinética de induc¢do enzimética

Estes procedimentos permitiram a analise quantitativa da atividade enzimatica e

a construcao de uma curva de crescimento das células de P. pastoris recombinantes.

4.8.2 - Minicultura em meio liquido para inducéo

Antes de proceder a indugdo em grande quantidade de meio de culturas em
frascos de 500 mL, os clones foram cultivados em placas do tipo Deep-well com pogos
de 2 mL. Os recombinantes foram incubados inicialmente em 2 mL de meio BMGY-U
por trés dias. A cultura foi centrifugada 3000 g/ 8 min, descartado o sobrenadante e as
células foram ressuspensas em 2 mL de meio para inducdo da expressdo génica
(BMMY-U). O cultivo foi incubado por 72 horas para os clones Mut” e por 120 horas
para clones de fendtipos Mut®, sendo novamente centrifugados a 3000 g/ min e
utilizados para medidas da atividade enzimatica. Apos esta andlise, os recombinantes
positivos para producdo da proteina ativa em meio liquido foram cultivados de forma

apropriada de acordo com cada fenétipo.

4.8.3 - Inducdo em frasco de clones recombinantes com fenétipos Mut”

A inducio da expressdo génica dos clones Mut" foi realizada a partir de repiques
dos clones em placas contendo 0 meio MD com ampicilina. Ap6s o crescimento, 0s

clones obtidos foram inoculados em 25 mL de meio de cultura BMGY-U em frascos de
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250 mL, os quais foram incubados a 30°C sob agitacdo de 200 rpm/min, até atingir uma
D.Ogoonm=2-6, por tempo de aproximadamente 18 horas. Ao atingir a D.Ogoonm
necessaria, as culturas foram centrifugadas (3000 g/10 min) e ressuspensas em 100 a
200 mL de meio de inducéo da expressdo (BMMY -U) para que a cultura, agora mantida
em frascos de 1 L, atingisse D.Ogoonm =1. A cada 24 horas foi adicionado metanol 0,5%
a cultura para forcar a ativacdo do promotor AOX1 que consequentemente leva a
transcricdo do gene da glicoamilase sendo secretada para 0 meio ap0s sua tradugéo.

Apols o inicio da inducdo, que teve duracdo de 144 horas, aliquotas foram
retiradas nos tempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de cultivo. As amostras foram
centrifugadas a 10000 g/8 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada e os sobrenadantes
foram recuperados e estocados a -20°C para se realizar os ensaios e a caracterizacao
enzimatica. A curva de crescimento de P. pastoris durante a inducédo foi realizada pela
coleta de células em cada um dos tempos e medida a D.O. no comprimento de onda 600
nm. O crescimento celular obtido foi convertido para g/L utilizando a formula
(9/L)=0,22 x D.O. 600 nm (Nakano et al., 2006).

4.8.4 - Indugéo em frasco de clones recombinantes com fenétipos Mut®

Clones recombinantes selecionados e identificados como possuidores de
fen6tipo Mut®, foram inoculados em 50 mL de meio BMGY-U em frascos de 250 mL.
Estas culturas foram incubadas sob agitacdo de 200 rpm/min a temperatura de 30°C, até
que atingissem DOsoonm = 9,0-10 cultivadas por cerca de trés dias. Posteriormente as
células em cada cultura foram centrifugadas (3000 g/10 min) e ressuspensas em 5,0 mL
de meio BMMY-U e inoculadas em fracos de 250 mL contendo 20-30 mL do mesmo
meio de modo que a densidade celular final correspondente da nova cultura fosse uma
DOgsoonm= 10. As culturas foram inoculadas a 30°C e mantidas em agitador a 200
rpm/min por 144 horas com a adicdo de metanol 0,5% a cada 24 horas para indugéo da
transcrigdo génica.

Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas até se completar 144 horas de cultivo.
Parte das amostras foi centrifugada a 10000 g/8 minutos a 4,0°C e os sobrenadantes
foram recuperados e estocados a -20°C para a realizacdo da analise da proteina

secretada no meio. A medida das densidades celulares ocorreram em espectrofotdmetro
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no comprimento de onda 600 nm para a construcdo da curva de crescimento dos clones

Mut® cultivados.

4.9 - Analise da proteina recombinante em gel de SDS-PAGE

A proteina recombinante secretada foi analisada por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE), conforme modificagdes da metodologia
descrita por Sambrook et al., (1989). A uma aliquota de 120 uL de cada sobrenadante
obtido durante a cinética de inducéo foi adicionado 1,5 mL de acetona 100% gelada e o
sistema de precipitacdo foi incubado em gelo por 1,0 hora, apds incubacéo o sistema foi
centrifugado 12000 g/10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi seco em temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspenso em 20 uL
tampédo de amostra de eletroforese 1X para SDS-PAGE (200 mM Tris pH 6,8; 0,1%
azul de bromofenol p/v; 4% SDS v/v; B-mercaptoetanol; 20% glicerol v/v) e as amostras
foram fervidas em banho maria por 5,0 minutos, incubadas imediatamente em gelo até a
aplicacdo no gel. As amostras foram aplicadas em um sistema de gel concentrador de
4,0% e separador de 10%. A eletroforese foi realizada por 4 horas em voltagem de 250
V. Apds a eletroforese, as proteinas separadas foram coradas com a solucdo de Azul

Brilhante de Coomassie.

4.9.1 - Coloracéo de proteinas por Azul Brilhante de Coomassie G250

Apbs a eletroforese o gel foi incubado durante a noite em uma solucdo de
Coomassie coloidal que tem a capacidade de detectar proteinas e é constituida de 0,1%
de Coomassie G250 p/v, &cido fosférico 2% v/v, sulfato de amdnio 10% p/v e metanol
20% v/v. Apos o periodo de incubacdo o gel foi imerso em banho de agua deionizada
para perder 0 excesso de corante até que obtivesse um contraste desejado para ter sua

imagem capturada via scanner.

4.10 - Ensaios enzimaticos para a determinacao da acéo do produto génico

4.10.1 - Analise quantitativa da atividade enzimética — determinacéo do produto
pelo método DNS

A caracterizagdo quantitativa da atividade sacarificante da glicoamilase foi

realizada ap0s a obtencdo dos sobrenadantes da fase de inducdo utilizando o método
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DNS descrito por Miller (1959). Este reagente € composto por acido 3,5 dinitro-
salicilico, sal de Rochelle, fenol, bissulfito de sddio e hidroxido de sodio. O método do
DNS baseia-se na redugdo do é&cido 3,5 dinitro-salicilico a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico a0 mesmo tempo em que o grupo aldeido do aglcar € oxidado a grupo
carboxilico, com o desenvolvimento de coloracdo escura.

Foi adicionado a 30 pL dos sobrenadantes da enzima, 20 uL de tampé&o acetato
de sddio 50 mM pH 4,5 e 50 pL de solugdo de amido soltvel 1,0% (Merck), seguindo
incubacdo em a 60°C por 30 minutos, ap6s o que, foi adicionado 750 uL do reagente
DNS, para que a reacdo fosse paralisada. A mistura foi fervida por 5 minutos
proporcionando a formacdo de coloracdo, em seguida foi rapidamente resfriada em
banho de gelo e o volume foi completado para de 5,0 mL pela adi¢do de 4,15 mL de
agua destilada. O material foi homogeneizado e lido em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 540 nm. O branco para a reacdo foi feito com a adicdo de 20
pL da solucdo de tampédo acetato de sddio, 50 pL de solucdo de amido 1%, 30 uL de
agua destilada, 750 xL do reagente DNS e 4,15 mL de agua destilada.

Os valores das absorvancias foram utilizados para medir a atividade da enzima
nos ensaios. A curva padrao para o calculo enzimatico utilizou concentracGes de glicose
que variaram de 0,1 a 5,0 mg/mL.

Uma unidade de atividade sacarificante de glicoamilase foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para produzir 1,0 pmol de glicose por minuto.

4.11 - Caracterizacdo da glicoamilase produzida por P. pastoris

4.11.1 - Quantificacdo de proteinas totais

Para expressar a acdo enzimatica em atividade especifica foi necessario
quantificar as proteinas presentes no meio. A quantificacdo das proteinas totais soltveis
nos sobrenadantes de cultivo da levedura P. pastoris foi realizada utilizando o kit de
Ensaio de Proteinas BCA (BioAgency) que € baseado na metodologia descrita por
Lowry et al., (1951).

O volume de 5,0 uLL dos sobrenadantes centrifugados foi diluido em 45 pL de
agua deionizada e adicionados a 1,0 mL da mistura dos reagentes do Kit BCA. O
preparado foi incubado a 37°C por 30 minutos e posteriormente lido em
espectrofotdbmetro no comprimento de onde de 562 nm. O branco da reacédo foi feito

usando 50 pL de agua deionizada misturados a 1,0 mL da mistura dos reagentes do Kit
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BCA. A concentracdo de proteinas totais foi determinada pela equacdo de uma curva
padrdo feita com solucdo de albumina de soro bovino em concentragdes entre 0 e 70

pg/mL.

4.11.2 - Determinacdo do pH 6timo da acao catalitica

A metodologia utilizada para a avaliacdo da atividade enzimatica em diferentes
pH foi feita pelo método de DNS, como especificado na se¢do 4.10.1.

Para determinagdo do pH oOtimo da enzima produzida em P. pastoris, foi
utilizado o tampédo Mcllvane com diferentes pH variando entre 2,0 a 8,0 com pontos de

0,5 de intervalos.

4.11.3 - Determinacédo da estabilidade da glicoamilase em relacéo ao pH

Para esta caracterizacdo a enzima foi incubada na proporcéo 1:1 com tampéo
Mcllvane, que permite variacdo do pH na faixa de 2,0 a 8,0, com intervalos de 0,5
pontos. A atividade enzimética foi avaliada utilizando o mesmo método para

determinacéo do pH 6timo.

4.11.4 - Determinacdo da temperatura 6tima

Extratos da enzima recombinante foram incubados em diferentes temperaturas
(30 a 100°C), no pH otimo estabelecido para enzima, utilizando o método DNS para
avaliar a atividade enzimatica. Neste momento do trabalho foi estabelecida a

temperatura na qual a enzima tem melhor ac&o catalitica.

4.11.5 - Determinacdo da estabilidade térmica da glicoamilase

Para avaliar a resisténcia da enzima recombinante a temperatura, 0 extrato
enzimatico foi incubado por 60 minutos a 60°C. A cada 15 minutos eram feitas coletas

de amostras para a dosagem da atividade enzimatica utilizando o método DNS.
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4.11.6 - Estabilidade glicoamilasica 4°C

A proteina produzida foi estocada por 60 dias em temperatura de 4°C. Durante
este periodo de incubacdo a atividade enzimatica foi avaliada a cada 10 dias para
determinar se a enzima mantém sua acao catalitica quando estocada ndo congelada fora
de freezers. Os ensaios novamente seguiram aplicando o método de DNS que quantifica

0s agucares redutores resultantes da hidrolise enzimética do amido.

4.12 - Parametros cinéticos da enzima recombinante

4.12.1 - Determinacédo dos valores de Kme Vmax para a glicoamilase recombinante

Na caracterizacdo dos parametros cinéticos aparentes, a enzima produzida foi
incubada para reagir com diferentes concentragdes de amido. A concentracdo do
substrato variou de 0,0025 a 0,25 mg/mL. O ensaio de atividade enzimética foi
realizado nas condicdes padrdes para enzima e os dados foram utilizados para plotar um

gréafico dos duplos reciprocos que determina os valores reais de Km e Vmax da enzima.
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5 - Resultados e Discussao

5.1 - Isolamento do cDNA de glicoamilase, construgéo do vetor pTPG

A reacdo em cadeia da polimerase para amplificacdo da regido codificante da
glicoamilase de A. awamori teve como DNA molde o cDNA GLA que estava clonado
no plasmideo pG5 (Moraes et al., 1995). A reacdo foi realizada com a enzima Tag DNA
Polimerase High-Fidelity que permite a polimerizag&o de sequéncias de DNA de grande
extensdo com menor possibildade de erros, além de possuir uma atividade terminal
transferase, onde a enzima adiciona um nucleotideo de adenina, que foi utilizado para a
clonagem no vetor pCR4-TOPO. Na Figura 11 podemos visualizar o cDNA da

glicoamilase amplificado apds os ciclos da reagdo da PCR.

Figura 11. Perfil eletroforético dos produtos obtidos apds amplificacdo do cDNA da
glicoamilase de A. awamori. Colunas 1 e 2 — cDNA GLA; M — Marcador de peso
molecular de 1Kb (Promega).

O cDNA GLA foi amplificado em dois tubos separadamente, tubos 1 e 2, e 0s
produtos foram misturados posteriormente. O produto da amplificacdo apresentou pelo
resultado da eletroforese (Figura 11) um peso molecular de aproximadamente 2000
pares de bases (pb), indicando a amplificacdo completa do cDNA da enzima o que esta
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de acordo com Fierobe et al., (1997) que reportaram o peso molecular aproximado para
0 cDNA da glicoamilase de A. awamori. A amplificacdo ocorreu inserindo sitios de
restricdo das endonucleases EcoRI e Notl nas extremidades 5’ ¢ 3’ respectivamente do
fragmento, que foi amplificado sem a regido que codifica a sequéncia sinal nativa da

proteina.

Com a adi¢do de um nucleotideo adenina nas extremidades 3'OH foi possivel a
insercdo do cDNA GLA no vetor de clonagem pCR4-TOPO, criando o plasmideo pTPG
(Figura 12). O sistema de ligacao foi utilizado para transformar células de E. coli para

multiplicar vetor pTPG e a selecdo dos clones esta descrita a seguir.

Figura 12. Plasmideo pTPG com aproximadamente 5 kb, oriundo da ligagdo do
fragmento amplificado correspondente ao cDNA da glicoamilase ao vetor pCR4-TOPO.
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5.2 - Identificacédo do inserto no vetor pTPG por PCR de col6nia e confirmacéo da
orientacgdo por analise de restricdo com a endonuclease Notl

Ap0s a transformacéo por eletroporacéo da hospedeira E. coli com o vetor pTPG
foram obtidos clones transformantes que haviam crescido no meio de cultura com 200
ug/mL de ampilicina. Foram selecionados aleatoriamente 14 clones transformantes para
a confirmacéo da insercdo do plasmideo via PCR de colénia como mostra a Figura 13.
As bandas visualizadas possuem o peso molecular de aproximadamente 2000 pb
confirmando a presenca do cDNA no vetor de clonagem pTPG.
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Figura 13. Analise eletroforética dos produtos da PCR de col6nia realizada com os
transformantes pPTG. B= Branco da reacdo de amplificacdo; += Controle positivo; 1-
14= fragmento amplificado correspondente ao cDNA da glicoamilase; M= Marcador de
peso molecular de 1Kb (Fermentas).

Confirmada a insercéo via amplificagdo por PCR de coldnia foram selecionados
06 clones recombinantes de E. coli (03, 07, 08, 09, 10 e 14), para a extracdo do
plasmideo pTPG e andlise de restricdo por digestdo com a enzima Not |, para reforcar a
confirmacdo da presenca e verificar a orientacdo do inserto de glicoamilase no vetor
construido. A escolha dos clones para extragdo de material plasmidial baseou-se na
visualizacdo de maior intensidade de banda no gel de agarose.

Na Figura 14 podemos visualizar a imagem da eletroforese dos fragmentos
digeridos por Notl. O cDNA da glicoamilase esta clonado a cerca de 10 pb de um sitio
de Not I do pTPG (Figura 15), o que néo libera a regido codificante da glicoamilase se a
insercdo ocorre no mesmo sentido de transcricdo do promotor lac. Caso ocorra a

liberacdo, o fragmento foi clonado de forma inversa. Pode-se observar que o clone 08
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apresenta um perfil eletroforético diferenciado do esperado, talvez apenas por excesso

de material, no entanto, foi excluido dos experimentos seguintes.
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Figura 14. Andlise do perfil de restricdo com enzima Not | para verificacdo da
orientacdo do inserto no vetor de clonagem. 3 a 14 = Plasmideos pTPG digeridos com
Not I, M= marcador de peso molecular 1Kb.

Os plasmideos dos clones 07, 09 e 10 apresentam a liberacdo do inserto de peso
molecular 2000 pb (seta menor) que estdo clonados na direcdo inversa em relacdo ao
promotor lac do pTPG, os fragmentos superiores correspondem ao plasmideo pCR4-
TOPO em sua forma linear (seta maior). Ja os plasmideos isolados dos clones 03 e 14
apresentam o inserto clonado na direcdo correta em relacdo ao promotor do pTPG, por
isso, ndo é visualizada a liberacdo do fragmento correspondente ao cDNA da
glicoamilase. A anélise da orientacdo do inserto além de reforcar a confirmacao da sua
presenca no vetor nos casos de insercao inversa, ainda é importante na analise dos dados
de sequenciamento para que se saiba a orientacdo em que a sequéncia € analisada,
entretanto, para clonagem direcionada, em que o fragmento é tratado com enzimas de
restricdo especificas, sua orientacdo no vetor pTPG ndo o impede de ser utilizado. A
analise de sequenciamento ndo foi realizada no pTPG, sendo seguida diretamente a

construcao do vetor de expresséo.
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M13 Reverse priming site | T3 priming site
I

| | |
CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GARTTAACCC TCACTAAAGG
GIGIGTICCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTT;;/”

Spe | Pst | Pmel EcoRI / EcoR | Not 1
s

| I I | I
GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTT {0 I . CCGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTRAAGCG GCARMMMLLILEMTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

| | |
CCGCTAAATT CAATTCdCCC TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

TN TGRS FMICHEIER CERIRAIETY Meieneess e

Figura 15. Mapa do mudltipliplo sitio de clonagem (MSC) do vetor pTPG. A seta
espessa mostra o sitio de clivagem de Notl utilizado na analise de restricdo e a seta fina
indica a posi¢do do sitio de Notl da extremidade do inserto ap6s a clonagem.
Modificado do manual TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing,
(www.invitrogen.com).

5.3 - Construcéo do vetor de expressao pPG

Para a expressdo do cDNA da glicoamilase na levedura P. pastoris foi utilizado
o vetor de expressao pPIC9 (Figura 10). Para montar o vetor de expressdo pPG, 0s
plasmideos pTPG foram misturados e digeridos com as enzimas de restricdo EcoRI e
Notl para liberacdo do fragmento do cDNA da glicoamilase. O vetor pPIC9 intacto
também foi clivado com as mesmas endonucleases afim de se obter extremidades
coesivas semelhantes para direcionar a clonagem do cDNA neste vetor de expressao.

A clivagem do vetor de clonagem pTPG liberou o fragmento de peso molecular
de cerca de 2000 pb o qual era esperado para o cDNA da glicoamilase, Figura 16 seta
simples (sistemas 1 e 2).

Na figura 17 é observado o perfil de digestdo do plasmideo pPIC9 linearizado
pela clivagem por EcoRI e Notl (coluna 3, seta dupla) para receber posteriormente o
fragmento GLA isolado. Nas colunas 1 e 2 da eletroforese é observado apenas o

fragmento codificador da glicoamilase, seta simples.


http://www.invitrogen.com/
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Figura 16. Perfil eletroforético dos plasmideos pTPG digeridos com EcoRI e Notl.
Sistema 1 — Plasmideos isolados dos clones 03, 07 e 09; Sistema 2 — Plasmideos
isolados dos clones 10 e 14. M= Marcador de peso molecular 1Kb.

Figura 17. Analises eletroforética mostrando o cDNA da glicoamilase e o vetor pPIC9
linearizado, ambos os tratados com as enzimas com EcoRI e Notl e purificados.
Colunas 1 e 2 — cDNA da glicoamilase; 3 — Vetor de expressdo pPIC9 linearizado; M —
Marcador de peso molecular 1 Kb.
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O cDNA GLA e o vetor de expressdo em P. pastoris foram purificados do gel de
agarose para construcao do novo vetor de expressdo. A Figura 18 mostra o mapa fisico
do vetor pPIC9, em destaque (setas) o local de clivagem do mdltiplo sitio de clonagem
(MSC) e de insercdo do fragmento de interesse. A ligacdo do fragmento ao vetor
linearizado se fez pela acdo da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen). O cDNA GLA foi
clonado apds a sequéncia promotora do gene AOX1 seguida da sequéncia sinal do fator-
alfa de S. cerevisiae e anteriormente a regido de término de transcri¢cdo (TT) do gene

AOX1. Este novo vetor de expressdo foi denominado pPG (Figura 19).

UE AOX! mRNAS” end (824)
ACRGCBRATAT ATABACARGAR GGARGCTGCC CTGTCTTAAA CCTTTTTTTT TATCATCATT ATTAGCTTAC

5" AOX1 Primer Site (855-875)
r
TTTCATAATT GCGACTGGTT CCAATTGACA AGCTTTTGAT TTTARCGACT TTTRACGACA ACTTGAGAAG

a-Factor (343-1215)

ATCAABAARC BACTARTTAT TCGRAGGATC CBAACG BTG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr ala

GTT TTA TTC GCAR GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC RAC ACT ACA ACA GBAA GAT
val Leu Phe ala Ala Ser Ser Ala Leu Ala ARla Pro val Asn Thr Thr Thr Glu Asp

GAR ACG GCA CAR ATT CCG GCT GRA GCT GTC ATC GGT TAC TCAR GAT TTA GAR GGG GAT
Glu Thr ARla Gln Ile Pro Ala Glu Ala val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

TTC GAT GTT GCT GTTYTTG CCA TTT TCC AARC AGC ACA T BAC GGG TTA TTG TTT ATA
Phe Aasp Val Ala Val\eu Pro Phe Ser Asn Ser Thr, n Asn Gly Leu Leu Phe Ile

a-Factor Primer $ite (1152-1172) )Ia)o |

I 1
AAT ACT ACT ATT GCC A ATT GCT GCT ABRA GAA GGG GTA TCT CTC GAG ARA AGA
Asn Thr Thr Ile Bla S

Ile Bla ala Lys Glu u Gly vVal Ser Leu Glu Lys Arg

Signal claavaga (1204) SnsB | EcoR| Avrl Net |

| | | |
GAG GCT GAA GCT TAC GTA GARR TTC CCT AGG GCG GCC GCG BAT TAR TTCGCCTTAG
Glu Ala Glu Ala Tyr Val Glu Phe Pro Arg Ala Ala Bla Asn ¥w»

—
ACATGACTGT TCCTCAGTTC AARGTTGGGCA CTTACGAGAA GACCGGTCTT GCTAGATTCT ARATCAAGAGG

3" AOX1 Primer Site (1327-1247)
1
ATGTCARGART GCCATTTGCC TGAGAGATGC AGGCTTCATT TTTGATACTT TTTTATTTGT ARACCTATATA

‘?OXT mRNA 3" end (1418)
GTATAGGATT TTTTTTGTCA

Figura 18. Sequéncia do cassete expressdo do vetor pPIC9 mostrando os sitios de
restricdo para clonagem da sequéncia do cDNA da glicoamilase com a sequéncia sinal
do plasmideo (SS). As setas indicam o local de clonagem direcionada do cDNA da
glicoamilase.
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Figura 19. Mapa do plasmideo recombinante construido pela ligagdo do cDNA da
glicoamilase ao vetor pPIC9. O plasmideo pPG tem cerca de 9,9 kb, possui as
caracteristicas do vetor comercial pPIC9 e contém o fragmento codificante da
glicoamilase introduzido em seu cassete de expressao.

5.4 - ldentificacdo do inserto no vetor pPG por PCR de coldnia e confirmacdo da
correta construgdo por andlise de restricdo com as endonucleases EcoRI e Notl

Apos a ligacdo do cDNA GLA no vetor de expressdo pPIC9, células da bactéria
E. coli TOP 10 foram transformadas por eletroporacdo e entre os clones transformantes
foram selecionados aleatoriamente 15 destes para anélise da inser¢do do cDNA no novo

vetor. Para a confirmacgdo de quais clones carregavam o plasmideo recombinante pPG
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foi realizada uma PCR de col6onia destes clones utilizando os iniciadores especificos
descritos na Tabela 1.

Na figura 20 podemos visualizar o resultado da PCR de col6nias com os clones
transformantes usados como fonte de DNA. Dos 15 clones selecionados, apenas 07
deles apresentaram o inserto clonado no vetor de expresso. E observado que a banda de
amplificagdo apresentada possui a mesma altura da banda visualizada para o controle
positivo, que é produto da PCR realizada para isolar o cONA do vetor pG5, indicando
que o produto da amplificacdo de fato corresponde ao cDNA da glicoamilase clonado

no vetor de expressdo pPG.

CN-°cP M 01 02 03 0 ‘05' QZ 08 09, A0 -1 J2 13 14 15

Clones pPIC9+gla

Figura 20. Perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo do cDNA da glicoamilase
por PCR de colonia. CN — Controle Negativo; CP — Controle positivo amplificado do
pG5; Colunas 01 a 15 — Clones analisados.

A partir deste resultado, foram utilizados estes seis clones (01, 07, 10, 11, 14 e 15) que
continham o plasmideo recombinante para extracdo do seu DNA plasmidial.

Para a verificacdo da correta construcdo do pPG, o DNA plasmidial dos seis
clones selecionados foram submetidos a digestdo dupla com EcoRI e Notl. A Figura 21
mostra o resultado da digestdo do pPG com EcoRI e Notl com a consequente liberacdo
de um fragmento de 2000 pb de peso molecular correspondente ao cDNA da
glicoamilase. Apds essa confirmagdo, os plasmideos recombinantes foram utilizados

para transformar a levedura P. pastoris por eletroporacao.
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Figura 21. Perfil eletroforético do produto de digestdo dupla dos plasmideos pPG com
as enzimas EcoRI e Notl. 1 — pTPG digerido com EcoRI e Notl; M — Marcador de peso
molecular 1 Kb; 01, 07, 09, 10, 14, 15 — plasmideos pPG duplamente digeridos; 2 —
pPIC9 intacto; 3 — pPIC9 digerido com EcoRI e Notl. A seta indica o fragmento GLA.

5.5 - Transformacdo da levedura e integracdo do cassete de expressdo na
hospedeira P. pastoris

Para potencializar a transformacéo da levedura P. pastoris GS115 com o DNA
exogeno, a linearizacdo do vetor de expressdo é apropriada para melhor integracdo do
cassete de expressdao no genoma hospedeiro. A levedura P. pastoris ndo apresenta
vetores epissomais na constituicdo do seu material genético, sendo o material exdgeno
incorporado no seu genoma em sitios especificos tais como HIS4 e AOX1 (Cregg, et al.,
1993).

O plasmideo recombinante de expressao pPG foi digerido com a enzima Bglll
que cliva o vetor em duas posi¢fes que flanqueiam a regido promotora 5° AOX1 e a
regido 3> AOX1 do vetor, que por identidade com o genoma de P. pastoris possibilita a
recombinacdo homologa dupla entre estas sequéncias e 0 seu genoma. A integracdo do
cassete de expressao entdo ocorre por substituicdo génica no genoma hospedeiro. Nesta
estratégia, a regido codificante do gene AOX1 é removida completamente e € substituida
pelo fragmento de interesse. A Figura 22 mostra por eletroforese o plasmideo pPG
linearizado com a enzima Bglll, a banda superior corresponde ao cassete expressao com
extremidades AOX1, a banda que mais migrou é o fragmento menor que possui a

origem de replicagdo em E. coli, 0 gene de resisténcia a ampicilina e outras sequéncias.
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Este produto da digestdao foi precipitado com NaCl e utilizado 10 ug de DNA
para a transformacdo da levedura P. pastoris GS115 His/Mut" por eletroporacéo. Para a
selecdo dos clones cujos cassetes de expressdo foram integrados no seu genoma, o
produto da transformacdo foi semeado em meio minimo sem histidina (MD) e ap6s o
crescimento de clones recombinantes (His"), o que levou de 36 a 48 horas, procedeu-se
o0 repique dos transformantes por sucessivas vezes no mesmo meio minimo, para avaliar
a estabilidade dos clones transformantes a capacidade de crescer em meio sem histidina.
Ao todo foram selecionados 300 clones transformantes (His") capazes de crescer em

meio minimo e todos se mantiveram estaveis ap0s dez sucessivos repiques.

pPG

-

b = Cassete de expresséio

| -

Figura 22. Perfil eletroforético do produto de digestdo do plasmideo recombinante pPG
com Bglll, utilizados para transformacdo em P. pastoris. A banda superior mostra o
fragmento correspondente ao cassete de expressdo do pPG contendo o cDNA GLA e na
banda inferior tem-se o fragmento que possui a regido de origem de replicacdo em E.
coli, o gene de resisténcia a ampicilina e outras sequéncias do pPIC9.

5.6 - Producéo de glicoamilase de Aspergillus awamori em Pichia pastoris em meio
solido

5.6.1 - Selecado dos clones produtores de glicoamilase

Todos os transformantes His* selecionados foram testados quanto & producéo da
enzima em meio contendo amido 1%. A acdo catalitica da glicoamilase secretada foi
visualiza pela sua capacidade de clivar o amido do meio de cultivo.

A enzima ao ser secretada cliva as moléculas poliméricas constituintes do amido

que ao ser corado com vapor de iodo revela a formacgéo de halos translucidos ao redor
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das colbnias incubadas (Astolfi Filho et al., 1986). As diferencas nos tamanhos dos
halos estdo relacionadas com o tamanho da col6nia (Heimo et al., 1997) e com a
quantidade da enzima secretada.

Entre os 300 clones His® testados foram verificados halos de diametros

diferenciados ao redor de 97 col6nias (Figura 23).

5.6.2 - Selecdo dos fenétipos Mut” e Mut® dos clones recombinantes de P. pastoris

Ap0s a selecdo dos clones recombinantes capazes de secretar a proteina ativa em
meio solido, estes foram selecionados quanto ao fenétipo pela velocidade de
crescimento em meio contendo metanol como Unica fonte carbono. A integragdo no
genoma da levedura proporcionou a selecio de 71,1% de clones His® classificados
como tendo o fendtipo Mut™ (69 clones) e apenas 28,9% possuidores do fenétipo Mut®,
28 do total de clones.

A clivagem do vetor de expressao por Bglll propicia a estratégia para mudanca
do fendtipo da linhagem hospedeira P. pastoris GS115 His™ de Mut™ para o fendtipo
Mut® devido a eventos de dupla recombinacéo e a perda do gene AOX1 que codifica a
enzima alcool oxidase mais ativa em processos metabdlicos. Sreekrishna et al., (1997)
apontam que a frequéncia da perda do gene da enzima é da ordem de 1 a 5 entre 20
transformantes His®, gerando os recombinantes de fenétipo Mut® quando o vetor esta
linear cujas extremidades s&o homologas as regides 5’ e 3’ do locus cromossdmico
AOX1. No entanto, mesmo articulando a estratégia para que ocorra a substituicao,
podem haver casos em que ocorra a inser¢cdo do cassete expressao por eventos de
recombinacdo simples entre as sequéncias homologas do vetor e do genoma da
levedura. A quantidade de clones com copias inseridas por adicdo (clones Mut®) é
explicada pela maior possibilidade de ocorrer um Gnico evento de crossover que eventos
duplos do qual gera transformantes Mut® pela substituicio génica.

A proporcdo encontrada € de certa forma concordante com o proposto pelos
autores visto que foram obtidos mais clones de fenétipo Mut* com 69 clones que Mut®
com 28 col6nias. Esse resultado foi semelhante ao encontrado por Daly e Hearn, (2005);
que obtiveram eficiéncia de integragdo por substituicdo de aproximadamente 28% ap0s
a transformacdo mediada por polietilenoglicol (PEG), dados também concordantes aos

encontrados por Uehara et al., (2000). Entretanto, Miuller, (2008), transformando a
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levedura pelo método de eletroporagdo obteve 61,5% de clones de fenétipo Mut® e
38,5% com fendtipo Mut”.

Figura 23. Fotografia da placa utilizada para selecdo dos clones transformantes
produtores de glicoamilase pela formacdo de halos translicidos em torno das coldnias.
A seta indica o controle positivo para producdo da proteina de fusdo alfa-
amilase/glicoamilase.

Em crescimento no meio MD com glicose, € visto que a hospedeira P. pastoris
apresenta crescimento similar entre os clones em meio de cultivo suplementado com
glicose (MD), mas observa-se crescimento diferenciado em meio com metanol, que é
metabolizado pela hospedeira. Transformantes que receberam o cassete de expressao
via substituicdo do gene AOX1 (Mut®) crescem muito lentamente em comparagdo com
aqueles onde houve integracdo por adicdo (Mut®) quando metanol é a Unica fonte de
carbono disponivel.

Essa diferenga de crescimento pode ser essencial na escolha da forma de
integracdo genética dependendo da utilizacdo e aplicacdo do produto recombinante que
sera expresso na levedura. Para expressao intracelular, é conveniente usar células de
fenétipo Mut® porque a producdo da proteina endégena alcool oxidase seré pequena
possibilitando maior eficiéncia em passos de purificagdo da proteina recombinante. Ja
para secrecdo é reportado o uso eficiente tanto de leveduras com fenétipos Mut® quanto

Mut” sem muitas diferencas significativas.
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Os clones de fendtipo Mut® foram denominados com a letra P (Plus) e aqueles

Mut® receberam a letra S (Slow) para indicar seus respectivos fenétipos.

5.7 - Producédo de glicoamilase de Aspergillus awamori em Pichia pastoris em meio

liquido

5.7.1 - Cinética de inducéo enzimatica

5.7.1.1 - Producéo de glicoamilase em minicultura

Apbs a selecdo dos fendtipos dos clones recombinantes, foram escolhidos 10
clones para expressar a enzima recombinante glicoamilase em meio liquido para anélise
da atividade e outros caracteristicas bioquimicas da proteina. A escolha foi com base no
indice de amilolise (secdo 4.7.1) que é realizado pela razao entre o diametro do halo e o
didmetro de sua respectiva colonia. Foram selecionados 5 clones de fen6tipo Mut”, trés
dos quais de maior halo de degradacdo do amido observado em meio sélido e 5
recombinantes de fendtipo Mut> com mesmo critério de escolha. Foram avaliados
clones com os dois fendtipos para selecionar quais destes melhor secretavam a enzima
glicoamilase, visto que na literatura especializada ndo esta estabelecido qual fenétipo €
o melhor, sendo encontrado diversos trabalhos cientificos em que o produto
recombinante pode ser melhor secretado tanto por clones Mut® quanto por Mut".

Na Figura 24 sdo observados os valores dos indices para os recombinantes (P e
S) escolhidos para inducdo, bem como o indice de amilolise de um controle positivo
(C") que é um clone de P. pastoris transformado com a informacéo genética da proteina
de fusdo alpha-amilase/glicoamilase para degradacdo de amido. As barras P46 e S19
foram incluidas na figura para demonstrar os menores valores de degradacdo de amido
de fenétipos Mut" e Mut® respectivamente, porém estes dois clones ndo tiveram a

glicoamilase recombinante expressa para analises posteriores.
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Figura 24. Grafico que mostra o indice de amilolise (l.a) da glicoamilase (GLA)
produzida por P. pastoris recombinante. C*= Controle positivo para formacdo de halos
(enzima de fusdo alfa-amilase/glicoamilase); P1, P2, P14, P19 e P20= clones
recombinantes de fenétipo Mut” utilizados para producdo de GLA; P46= Clone Mut" de
menor l.a (ndo analisado); S1, S2, S3, S10 e S12= Clones Mut® para expressdo da
enzima; S19= Menor l.a entre os clones de crescimento lento em meio com metanol
(ndo analisado).

A anélise preliminar da funcionalidade da proteina foi primeiro testada a partir
da producdo em micultura de apenas 2 mL de caldo. A realizagdo deste teste € bastante
util para a triagem réapida de clones produtores de proteina ativa em meio liquido. Todos
os clones incubados secretaram glicoamilase recombinante ativa capaz de degradar
eficientemente seu substrato. Como esperado, a atividade da enzima funcional tem certa
proporcionalidade com os tamanhos de halos de degradagéo de seu substrato observados
aos redores das colonias no momento do screenig dos recombinantes produtores de
glicoamilase em meio sélido visto na Figura 23, no entanto em alguns casos esta relacdo
pode ndo ser observada. A Figura 25 A e B, apresenta o resultado do teste rapido de
atividade enzimatica. Entre os clones de fendtipo Mut”™ (clones P), a diferenca na
atividade enzimatica entre aqueles que apresentaram maiores indices de amilolise e 0s
de menores indices foi bem mais pronunciada (Figura 25 A) quando comparada com 0
grupo dos clones de fendtipo Mut® nomeados de clones S (Figura 25 B), que ndo
apresentaram grande variacdo na velocidade maxima de atividade da enzima produzida.

Como pode se observar os clones P19 e S10 foram aqueles que apresentaram melhor
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atividade enzimatica em meio caldo e por isto foram escolhidos para a producéo da

enzima em escala maior para caracterizag0es posteriores.
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Figura 25. Cinética da producéo de glicoamilase em minicultura: A) Clones Mut™ (P19)
induzidos por 72 horas, B) Clones Mut® (S10) cultivados por 120 horas.

A diferenca da agdo catalitica da glicoamilase recombinante produzida pelos
clones pode estar relacionada com alguns fatores como quantidade de proteina
produzida pelo clone ou seu perfil de modificagbes pos-traducionais ocorrido em cada
caso. Na Tabela 02 sdo apresentados os valores da quantificacdo de proteinas totais
secretada por cada clone de P. pastoris medidas pelo método BCA ao término da
inducéo.

Tabela 02: Quantidade de proteinas expressa pelos clones recombinantes de P. pastoris
dada por pug/mL medida por BCA. P = Clones de fen6tipos Mut™ cultivados durante 72
horas e S= clones de fenétipos Mut® cultivados durante 120 horas.

Clones P1 P2 P14 P19 P20 S1 S2 S3 S10 S12

Proteina 327 370 331 377 275 318 336 318 374
ng/mL

338

Pode ser observado que apesar do tempo de indugdo ser diferente para clones
dos fenotipos avaliados, a secrecdo da proteina recombinante € quase que igualitaria em
seu término. Embora ndo haja variacao discrepante da quantidade de proteinas expressas
entre os clones de P. pastoris, € observada maior quantidade de glicoamilase secretada
pelos clones P19 e S10, o que poderia justificar sua melhor atividade maxima quando

avaliada nos ensaios enzimaticos pelo método DNS. No entanto percebe-se que alguns
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dos clones com menores atividades de glicoamilase apresentaram maior rendimento de
producdo da proteina que outros com proteina mais ativas (Tabela 02 e Figura 25). O
clone P2 expressou aproximadamente 26% mais proteinas que o clone P20 que teve
maior acdo catalitica de glicoamilase recombinante, confirmando que ndo ha relacao
entre quantidade de proteina e poder catalitico. Quando se compara o indice de
amilolise com a quantidade de proteina produzida, ndo ha relagdo concordante para
todos os casos (Tabela 02 e Figura 24).

A producdo e acdo catalitica de proteinas heterdlogas podem ainda ser
relacionadas com a quantidade de cdpias do cassete de expressdo integrada no genoma
da levedura. Eventos de insercdo multiplas no genoma da hospedeira pode ocorrer
espontaneamente em baixa frequéncia que pode ser de 1 a 10% dos transformantes
(Invitrogen, 2006). Neste trabalho ndo foram feitas analises para determinar a dosagem
de genes nos clones, comumente feitas empregando a técnica para a analise de Southern
Blot com sondas de DNA (Liu et al., 2005), selecdo baseada no aumento do nivel de
resisténcia a antibidticos (Sreekrishna et al., 1997) ou por técnicas mais resolutivas
como aplicagcdo de PCR semirresolutiva (Sato et al., 2009) e ainda de maior preciséo
como a PCR quantitativa em tempo real gPCR (Ting-Ting et al., 2006). Contudo,
diversos autores tém observado que o alto nimero de copias no genoma hospedeiro ndo
tem sido relacionado com altos rendimentos de producdo da proteina recombinante
(Cregg et al., 1985). Mack et al., 2009 expressaram proteinas exdgenas tanto em P.
pastoris quanto em P. angusta e verificaram variacdes de rendimentos protéicos para
clones com diferentes dosagens do cassete de expressdo, clones com 9 numeros de
copias expressaram mais proteinas que clones com 19 copias, por exemplo. A
multiplicidade de cdpias exdgenas integradas no genoma da levedura recombinante
poderia levar a debilidade da maquinaria celular nos processos transcricionais e

traducionais e ainda saturar a sua via de empacotamento e secrecdo proteica.

5.7.1.2 - Producéo de glicoamilase recombinante em meio liquido em frascos

agitados

Os clones recombinantes P19 e S10, escolhidos por apresentar maior atividade
enzimatica em minicultura, tiveram a expressdo induzida por metanol em maior

quantidade de meio indutor de acordo com seus respectivos fendtipos (segdes 4.8.3 e
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4.8.4) e mantidos por 144 horas em frascos agitados. Apos a inducdo a glicoamilase
recombinante secretada em meio liquido foi analisada quanto sua atividade catalitica
pelo método DNS.

O perfil de secrecéo entre os dois clones nao foi muito semelhante ao encontrado
para a proteina expressa em minicultura em placas do tipo Deep-well pois os valores de
atividade enzimatica foram maiores e as curvas tracadas apresentam dindmicas
diferenciadas .

O clone de fendtipo Mut® secretou 7,7 U/mL de glicoamilase avaliada nas
condicdes padrdes estabelecidas para a enzima utilizando tampéo acetato de sodio no
pH 4,5. A Figura 26 apresenta os resultados da atividade da proteina secretada por P.
pastoris em funcdo do tempo durante 144 horas de cultivo dos clones selecionados. O
valor de atividade enzimatica para a enzima do clone Mut® foi ligeiramente menor com
o valor de 6,9 U/mL.

A glicoamilase de A. awamori nativa foi extensamente estudada quanto a sua
estrutura fisica (Aleshin et al., 1996; Harris et al., 1993), quanto sua producdo em meios
com diferentes fontes de nutrientes (Bon e Webb, 1993; Pavezzi et al., 2008) e algumas
propriedades bioquimicas sdo dadas para enzima mutageneizada. Para a proteina tipo
selvagem ou sem alteracdo em sua sequéncia, alguns trabalhos reportam suas
caracteristicas produzidas em sistemas de expressdao heter6loga em S. cerevisiae
(Moraes et al., 1995, 1999; Ekino et al., 2002; Pavezzi et al., 2008) e com menos
frequéncia em P. pastoris (Fierobe et al., 1997; Heimo et al., 1997). No entanto a
proteina de outros microrganismos incluindo espécies do género Aspergillus €
vastamente citada por diversos tipos de estudos (Chen et al., 2007).

Heimo et al., (1997), expressaram glicoamilase de A. awamori em P. pastoris. A
atividade da enzima ndo purificada produzida em frascos agitados variou de 0,51 a 0,89
U/mL e os melhores produtores também foram clones de fenétipos Mut®. Quando os
autores cultivaram a levedura em fermentador em condig¢Ges ajustaveis obtiveram um
salto da atividade enzimatica para 30U/mL com ganho consideravel de massa celular
pela levedura. Em comparacdo a estes dados, as GLAs recombinantes apresentadas no
presente estudo, produzidas em frascos agitados liberaram entre 6,9 e 7,7 U/mL
utilizando o extrato enzimatico bruto, valores bem acima daqueles obtidos por Heimo et
al., (1997) que foram inclusive menores que os valores de atividade quando as

leveduras foram cultivadas em miniculturas de 2 mL onde observa-se atividade
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enzimatica de 1,5 e 2,2 para os dois clones de escolha. Com isso, a possibilidade de
cultivar os clones de P. pastoris em fermentadores sob condic¢des ajustadas de aeracéo,
agitacdo e manutencdo de nutrientes poderia potencializar a producdo de glicoamilase
recombinante secretada pela hospedeira. No entanto, Fierobe et al., (1997) que
produziram e purificaram glicoamilase de A. awamori também em P. pastoris cultivada
tanto em minicultura quanto em cultivo em grande escala, relatam que a expresséo da
proteina em minicultura apresentou melhores rendimentos alcancando 7,8 U/mL da
enzima purificada e 3,2 U/mL quando a inducdo da expressao foi realizada em larga
escala. Possivelmente, passos futuros de purificacdo da glicoamilase produzida podera

nos proporcionar maiores desempenho da acdo catalitica da enzima.

——P19
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Figura 26. Gréfico da atividade de glicoamilase dos clones Mut* (P19) e Mut® (S10) em
funcdo do tempo de inducédo por metanol, a 30°C, com agitacdo de 200 rpm.

Observa-se que o clone P19 apresenta rapido e consideravel aumento da
producéo de glicoamilase a partir de 24 até 48 horas de indu¢do mantendo um pequeno
aumento durante os tempos analisados. A méaxima atividade é atingida entre 96 e 120
horas de cultivo, sendo que a partir disto temos pequena queda na atividade de
glicoamilase (Figura 26). O mesmo comportamento foi encontrado por Liu et al., (2005)
que expressaram em P. pastoris a glicoamilase do fungo Rhizopus oryzae e obtiveram a
secrecdo rapida da enzima até 48 horas de inducdo passando para aumento gradual até
120 de cultivo.
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O clone S10 comportou-se de maneira diferente resultando em discreto e
progressivo aumento da atividade enzimética até 48 horas que se manteve constante até
72 horas, seguida aumento do nivel de secrecdo entre 72 e 96 horas, mantido quase que
constante até 120 horas caindo dramaticamente ap0s este periodo (Figura 26).

A queda na atividade enzimatica pode estar relacionada com a morte celular da
levedura P. pastoris ap6s o sexto dia de cultivo. As figuras 27 e 28 demonstram a
relagdo crescimento celular com a atividade maxima da proteina.

A Figura 27 mostra que para o clone S10 o aumento da atividade enzimatica
ocorre acompanhando o crescimento de massa celular até 48° hora de cultivo da
levedura, a partir do qual essa relacdo € perdida e a estagnacdo de crescimento celular
observada em 120 horas leva a forte queda atividade da glicoamilase recombinante. A
enzima secretada pelo clone P19 (Figura 28) apresenta aumento rapido na atividade até
48 horas de cultivo que acompanha o crescimento celular, mas comportou-se de forma
diferente daquela produzida por S10. A atividade maxima ndo declina subitamente
quando a densidade celular comeca a cair e ao final da inducgéo o valor da atividade ndo
é muito diferente do valor obtido no melhor tempo de inducéo.

Muitos fatores genéticos e ambientais podem influenciar a eficiéncia da
producdo de proteinas recombinantes em sistemas de expressao de genes heter6logos. A
queda na acgdo catalitica ao final da inducdo pode estar relacionada com a liberacdo de
proteases enddgenas ap6s a morte celular das leveduras que poderiam atacar a
glicoamilase recombinante comprometendo sua conformacdo proteica total ou
simplesmente modificando o seu sitio de acdo catalitica. Higgins e Cregg, (1998),
reportam que embora isso possa ser possivel, algumas poucas proteinas exogenas
expressas em P. pastoris em meio de cultura, podem de fato ser degradadas por
proteases. A queda observada na atividade enzimatica pode ser resultado tanto da
liberacdo das proteases quanto de outras moléculas do metabolismo microbiano, que
possuem maiores concentracdes no fim do tempo de cultivo pelo crescimento avancado
das leveduras, e entdo diminuiriam a acdo catalitica da glicoamilase recombinante.

O tempo de cultivo para a inducéo da sintese de proteinas pode influenciar na
sua secrec¢do. Para o sistema de expressdo em P. pastoris esse periodo pode variar entre
72 a 96 horas para clones de fenotipos Mut® e entre 120 a 144 horas para clones de
fen6tipos Mut®. No entanto, sdo necessérias alteragdes das condices de fermentacdo

para avaliar as melhores condigdes de obtencdo do produto de interesse. A expressao da
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glicoamilase foi avaliada por 144 horas para ambos os fendtipos com maxima atividade
em 120 horas tanto para Mut® quanto para Mut", periodo em que no se observou morte
celular na cultura, observado pelo comportamento da curva de crescimento celular
(Figuras 27 e 28). Isso sugere que a diminuicdo da atividade enzimatica apoOs este
periodo pode de fato estar relacionada com liberacdo de peptidases por P. pastoris ou
outros metabdlitos da levedura.

Para fazer a caracterizacdo bioquimica da glicoamilase recombinante produzida
em P. pastoris foram utilizadas as amostras do tempo de cultivo que apresentaram

maior atividade catalitica antes de ocorrer morte celular na cultura.

S10
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Figura 27. Niveis de secrecdo da proteina recombinante relacionada com a densidade
celular do clone de fenétipo Mut®> em meio de cultivo. = - Densidade Celular (g/L);
¢ - Atividade Enzimatica (U/mL).
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Figura 28. Niveis de secrecdo da proteina recombinante relacionada com a densidade
celular do clone de fendtipo Mut’em meio de cultivo. m - Densidade Celular (g/L); ¢ -
Atividade Enzimatica (U/mL).

A sintese/secrecdo da proteina é dada pela suplementagcdo do meio de cultivo
com o reagente metanol. O comportamento das curvas de atividade enzimatica pode
confirmar a eficiéncia do forte promotor AOXI, regulado transcricionalmente apés a
adicdo de agente indutor no meio de cultura (Figuras 27 e 28). Segundo Torres e
Moraes (2001) o inicio da transcricdo no promotor AOX1 é altamente eficiente, o que se
observa na inclinacdo da curva de atividade enzimética. Essa caracteristica fez da
levedura metilotréfica um excelente sistema de expressdo heter6loga com grande
sucesso de aplicacdo desde o seu desenvolvimento nos anos de 1980 (Cregg et al.,
1985) tanto para pesquisas académicas quanto para a producdo industrial.

A Tabela 03 sintetiza dados de producdo de glicoamilase em P. pastoris do
presente trabalho.

Tabela 03: Producdo de glicoamilase recombinante.

Clones indice Concentracdo Atividade Proteinas Atividade

recombinantes  de Celular Enziméatica Totais Especifica
amilolise (g/L) U/mL (ng/mL) (U/mg)

Mut” (P19) 1,7 1,6 7,7 500 15,4

Mut® (S10) 1,6 2,2 6,9 373.7 18,5
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Estudo realizado por Bon e Webb (1993), referente a otimizacéo da producéo de
glicoamilase enddgena secretada pelo fungo filamentoso Aspergillus awamori 2B 361
U2/1, utilizando 2 mL de extrato enzimatico para analises, relata a atividade da 15
U/mL de atividade enzimatica e 2,0 U/mg de atividade especifica quando o fungo foi
cultivado em meio suplementado com amido 3% e condic¢Oes ajustadas de nutrientes.
Em nosso trabalho, embora nédo tenha sido otimizado ainda o processo de producéo de
glicoamilase, foi obtida a atividade de 7,7 U/mL, a qual apds melhoria de condi¢fes de
cultivo da levedura pode se igualar ou ser super a producéo feita por A. awamori 2B 361
U2/1, um mutante sequencial da linhagem NRRL 3112, geneticamente melhorada para
utilizagdo na industria alema.

E observado que sistemas de expressdo heteréloga sdo vantajosos para obtencéo
de proteinas e outros produtos. No entanto, foi reportado que transformantes de S.
cerevisiae contendo o cDNA da glicoamilase de A. awamori produziram a enzima que
rendeu 2,62 U/mL para clones com uma Unica copia do DNA e 5,28 U/mL para clones
com 5 cdpias avaliada pelo método DNS (Ekino et al., 2002). Um outro perfil de
producdo pela levedura também foi observado por Flory et al., (1994), quando
estudaram a enzima que exibiu 0.09 U/mL de atividade. Esses resultados reforcam que a

levedura P. pastoris é um bom sistema de expressao heteréloga.

5.8 - Caracterizacdo bioquimica da glicoamilase

Apbs o processo fermentativo, o extrato enzimatico bruto produzido foi
analisado bioquimicamente quanto aos pH e temperatura de melhor acdo catalitica e

maior estabilidade, e seus pardmetros cinéticos aparentes.

5.8.1 - Determinacéo do pH 6timo da acéo catalitica

As variagdes no pH podem exercer muitas alteracdes nas reagdes catalisadas por
enzimas. A glicoamilase recombinante teve o pH de melhor atividade avaliada sob o
efeito do tampao citratro-fosfato (Mcllvane) com potencial hidrogenidnico variando de

2,0 a 8,0 com intervalos de 0,5 pontos.
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Os dados mostram que a enzima secretada por P. pastoris apresenta melhor
funcionalidade em pH &cido, mantendo alta atividade na faixa que vai de 2,0 a 4,5 com
méaximo de atividade enziméatica em pH 3,5 (Figura 29).
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Figura 29. Efeito do pH sobre a atividade de glicoamilase produzida pelo clone Mut*
(P19) e clone Mut® (S10).

O pH 6timo para glicoamilase de fungos do género Aspergillus varia de 4,0-6,5
sendo muito recorrente a descri¢do do valor 4,5 (Norouzian et al., 2006), valores de pH
variando de 3,0 a 5,5 foram encontrados quando a enzima foi imobilizada em
polianelina (Silva et al., 2005). O cDNA da glicoamilase expresso em P. pastoris foi
clonado em S. cerevisiae por Moraes et al., (1999) e caracterizaram o pH 6,0 como o
Otimo da enzima purificada avaliada por DNS, ja Pavezzi et al., (2008) reportam o pH
4,0 como 6timo para a enzima também expressa em S. cerevisiae.

A enzima secretada pelo clone Mut” reteve em pH abaixo do determinado como
otimo (pH 3,5), quase 100% da atividade relativa com pouco mais de 99% de sua
atividade em pH 3,0; caindo para 97% em pH 2,5; 95% em pH 2,0.

Para os valores acima de pH 3,5, a enzima retém 94, 90 e 83% em pH 4,0, 4,5 e
5,0 respectivamente, a partir dos quais comeca um declinio da atividade, sobretudo a
partir de pH 6,5 (57%) chegando a apenas 10% de sua atividade relativa em pH 8,0
sendo considerada ndo funcional em pHs alcalinos e portanto ndo foram avaliadas

nestas condigdes.
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Atuacdes diferenciadas de enzimas produzidas em sistema de expressdo
heter6loga P. pastoris pode ser devido a habilidade da levedura realizar diversas
modificagBes pos-traducionais. As enzimas dos dois clones analisados apresentaram as
mesmas caracteristicas quanto ao pH, com diferencas apenas nos valores da atividade
relativa. Para o clone de fenétipo Mut® obtivemos 95% da atividade maxima em pH 3,0;
94% tanto para pH 2,5 e 2,0. Mais de 80% é obtida em pH 4,0 e 4,5; mantendo menos
de 50% da acdo catalitica em pHs superiores que 5,5, ver Figura 29. Variagfes na agao
catalitica da enzima em diferentes pH pode ser dada pelas caracteristicas dos proprios
aminoacidos constituintes da glicoamilase que dependendo de suas cadeias laterais
agem como &cidos ou bases fracos e realizam funcdes criticas no sitio ativo da enzima,
alterando portanto sua funcionalidade.

Enzimas atuantes em pH acido sdo mais eficientemente empregada na hidrolise
do amido que tem as suas ligacbes glicosidicas mais estaveis em condicdes alcalinas e
no entanto, rompe-se facilmente em condicgdes acidas. Assim, se o amido é tratado com
essas enzimas especificas dessa natureza, o resultado é um fracionamento mais eficiente

e &gil do polimero.

5.8.2 - Determinacao da estabilidade da glicoamilase em relacdo ao pH

A Figura 30 mostra os resultados do estudo da estabilidade da proteina
recombinante incubada em diferentes pH durante 24 horas na temperatura de 25°C. A
glicoamilase se apresentou mais estavel quando incubada em pH 3,5 e mostrou-se de
consideravel estabilidade desde pH 2,0 a 5,0 retendo mais de 80% da atividade relativa
da enzima, com queda dramatica ao ser incubada em pH 6,0, 7,0 e 8,0.

Caracterizacbes de glicoamilase extraidas em espécies do género Aspergillus
reportam pH de estabilidade no valor de 4,5 (Bahar et al., 1998), 5,0 (Gomes et al.,
2005) e na faixa de pH que varia de 5,0 a 7,0 (Pavezzi et al., 2008).

Os valores de pH em que a glicoamilase apresentou maior atividade e melhor
estabilidade sdo caracteristicas desejaveis em alguns processos industrias em que 0s
produtos séo obtidos em meio acido. A enzima, portanto, pode ser aplicada na obtencao
de xaropes de glicose para a producdo de refrigerantes, no processamento citrico para

producdo de suco de frutas, entre outros.
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Figura 30. Estabilidade da glicoamilase frente incubacdo por 24 horas em tampao
Mcllvane com diferentes valores de pH. P19: Enzima produzida por P. pastoris de
fenétipo Mut” e S10 glicoamilase secretada pelo clone Mut®.

Na producdo de etanol a enzima poderia ser aplicada eficientemente em
processos de sacarificacdo e fermentacao simultaneas (SSF) que consiste na hidrdlise do
substrato pela enzima na presenca do microrganismo fermentador, reduzindo o tempo
do processo de producdo (Nikolié et al,. 2010; Krishna et al., 1998). Apéds o inicio do
cultivo da levedura S. cerevisiae o pH é drasticamente reduzido em consequéncia do
consumo de agucares e nutrientes que levam a acidificacdo do meio pela liberacéo de sal
de amoénia ou de metabdlitos do microrganismo, com possivel liberacdo de acidos
organicos e do proprio etanol.

Segundo Montesinos e Navarro (2000), uma das vantagens do sistema SSF seria
a eliminacdo do efeito de inibicdo da glicoamilase pelo excesso de glicose liberada no
meio de hidrolise, uma vez que a levedura estaria concomitantemente assimilando e

fermentando este agUcar, propiciando desempenho superior ao processo.
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5.8.3 - Determinacédo da temperatura 6tima

A temperatura é um dos fatores que muito influenciam na eficiéncia da atividade
enzimatica, pois pode aumentar ou diminuir a energia disponivel durante as reacdes. A
glicoamilase foi avaliada para a determinacdo de atividade méxima nas temperaturas

que variaram de 30 a 100 °C em tampao citrato-fosfato pH 3,5.

Pela visualizacdo da Figura 31 é observada que a glicoamilase tem boa acéo
catalitica nas temperaturas de 50 a 70°C, com maxima atividade a 60°C, confirmando a
temperatura descrita na literatura para essa enzima que varia de 50 a 60°C (Costa 1996)
e € a mesma determinada por Moraes et al., (1999).

Temperatura 6tima maior que 60°C ndo € comumente reportada para a enzima de
espécies do género Aspergillus, porém ¢é encontrada para enzimas de fungos
termofilicos. Thorsen et al., (2006), fizeram a identificacdo e caracterizacdo da enzima
glicoamilase do fungo termofilico Thermomyces lanuginosus que apresentou a
temperatura 6tima de 70°C. No entanto, Vieille e Zeikus (2001) apresentam que é rara a
ocorréncia de glicoamilase em organismos termofilicos ou hipertermofilicos.

A enzima S10 apresentou atividade relativa de 92,7% em 50°C, seguido de
84,1% para 70°C e 61,4 a 40°C. A levedura de fen6tipo Mut™ secretou a enzima P19 que
reteve 97,7 % de sua atividade méaxima a 70°C, 96,8% quando incubada a 50°C e 64,8%
na temperatura de 40°C. Com o0 aumento da temperatura ocorre perda dramatica da acao
catalitica chegando a 100°C com perda de mais de 80%.

A influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica deve ser entendida em
duas fases distintas. Em principio, aumentos de temperatura levam a aumentos da
velocidade da reacdo por aumentar a energia cinética entre as moléculas do sistema. J4,
temperaturas acima do intervalo compativel com a manutencéo da estrutura espacial da
enzima alteram liga¢fes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional ocasionando
a perda da conformacéo nativa e poder de catalise enzimatica.

Em processos industriais a temperatura de atuacdo da enzima se faz de grande
importancia devido a muitos dos processos necessitarem de temperaturas elevadas,
como é o caso do processamento do amido. Assim, diversos esforgos tém sido feitos

para melhoria de producgéo de enzima mais termoestaveis
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Figura 31. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica da glicoamilase. P19:
Enzima produzida por P. pastoris de fen6tipo Mut™ e S10 glicoamilase secretada pelo
clone Mut®.

5.8.4 - Determinacao da estabilidade térmica da glicoamilase

Uma vez estabelecida a temperatura 6tima da enzima avaliada em seu melhor
pH de acdo catalitica foi realizada a analise da estabilidade térmica da enzima.

A andlise da termotolerancia foi realizada incubando a enzima pura na
temperatura de 60°C dosando a atividade enzimética a cada 15 minutos até que se
completasse 1 hora de incubagéo.

Novamente, a enzima produzida pelo clone de fendtipo Mut® apresentou
superioridade de resisténcia a temperatura quando comparada com o produto do clone
de fen6tipo Mut®. Ap6s 15 minutos & 60°C, a enzima retém 97,5% de sua atividade
méxima obtida quando ndo incubada a 60°C, determinada como 100%. E observada
86,8 e 79,8% de atividade residual quando a enzima do clone Mut" foi incubada a 30 e
45 minutos respectivamente, retendo mais da metade da atividade (58,3%) ap6s 1 hora
de incubacéo (Figura 32).

O clone Mut® produziu glicoamilase menos resistente a temperatura, a enzima
mantém pouco mais de 6,0% ao término do periodo de incubacdo, 8,2 % apds 45
minutos e 79,3% com 15 minutos a 60°C (Figura 32).
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Figura 32. Termotolerancia da glicoamilase incubada pura por 60 minutos a 60°C.

A gueda observada na eficiéncia da acdo catalitica da enzima é dada pela sua
desnaturacdo. Segundo Gomes et al., (2007), a termoestabilidade estd diretamente
relacionada ao dobramento da proteina, o qual é estabilizada por equilibrio entre forcas
do seu dobramento e desdobramento. Com o tratamento térmico muitas das interacfes
gue mantém a estrutura tridimensional de uma proteina, como pontes de hidrogénio,
interacdes hidrofobicas, pareamento de ions e forcas de van der Waals (Gomes et al.,
2007), podem ser rompidas e a molécula se desdobra perdendo sua funcionalidade. A
termoestabilidade é ditada principalmente pelos fatores intrinsecos relacionados as
estruturas primarias e secundarias da proteina, os aminoacidos constituintes, o carater
hidrofébico por exemplo. Teng et al., (2007) descreveram que a glicosilacdo em
determinadas proteinas podem aumentar a sua termotolerancia devido maior
estabilizacéo da estrutura proteica.

Os dados indicam que a enzima secretada pela hospedeira P. pastoris é de
consideravel termoestabilidade com cerca de 80% de atividade residual até o 45°
minutos do tratamento térmico. Maior termoestabilidade poderia ser obtida se a enzima
fosse incubada junto com tampdo de reacdo que possivelmente estabilizaria a sua
estrutura. Porem, o resultado obtido € concordante ao apresentado por Fierobe et al.,
(1977) que mostraram alta atividade residual da enzima também a 60° quando a
incubaram por apenas 5 minutos em Vvarias temperaturas, sendo inativada em

temperaturas superiores a 60°.
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5.8.5 - Estabilidade da glicoamilase a 4°C

A proteina produzida foi estocada por 60 dias em temperatura de 4°C. Os dados
constantes na Figura 33 evidenciam que a enzima ndo perde a atividade catalitica no

tempo testado, retendo quase toda a atividade maxima durante o periodo de incubacao.
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Figura 33. Efeito do tempo de estoque a 4°C sobre a a¢do catalitica da glicoamilase P19
e S10.

E observado que a enzima atinge atividade méaxima logo que mantida incubada,
alcancando valor superior ao encontrado quando o ensaio enzimatico foi realizado apds
0 extrato enzimatico ser descongelado para ser mantida o 4°C (0 dia), onde apresentou
70% da atividade méaxima relativa.

Os valores obtidos foram bem proximos para os dois extratos brutos onde vemos
que apds incubacdo a 4°C a atividade atingiu 0 maximo de velocidade ao décimo dia,
mantendo quase que a constancia deste valor durante todo o tempo de analise que teve
em seu término mais de 90% da atividade maxima.

Esta mudanga na reacdo enzimatica da glicoamilase nos da a informacéo de que
no extrato enzimatico resultante da centrifugacdo do meio de cultivo de crescimento da
levedura, pode conter algumas moléculas ou ions que acabariam interferindo de alguma
forma no processo catalitico. Estes elementos podem interagir com a enzima

dificultando sua acdo de catalise sobre o substrato, no entanto, seriam mais instaveis em
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longo periodo de incubacdo apds o descongelamento do extrato enzimatico e seriam
rapidamente degradados deixando melhores condigfes para a formagdo do complexo
enzima/substrato. Ha na literatura, descricdo de pequenas moléculas glicidicas que
podem atuar como inibidores da glicoamilase (Sauer et al., 2000). Por outro lado, o
efeito potencializador da acdo enzimatica poderia ser causado por algum tipo de
substancia que se estabilizaria em 4°C e coatuaria na reacdo enzimatica agindo
positivamente como efetora no processo. Por fim, visto que a temperatura é fator de
forte influencia sobre a cinética da reacdo enzimatica, 0 aumento da atividade observado
na Figura 33 pode ser causado simplesmente pela estabilizacdo da prépria estrutura
proteica que adquire melhor conformacdo e consequentemente se tornaria mais

funcional sobre o amido.

5.9 - Andlise da proteina recombinante em gel de SDS-PAGE

As proteinas recombinantes secretadas pelos clones P19 e S10 foram analisadas
por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS/PAGE).

Na Figura 34 A, temos a glicoamilase produzida pelo clone da levedura de
fendtipo Mut” induzida com metanol durante 72 horas (Mini-inducdo em placas Deep-
well). E observada uma secrecdo gradual da enzima recombinante no meio de cultura
em funcdo do tempo. Ao término do cultivo a banda correspondente a proteina de
interesse é mais espessa e visivel devido a secrecdo em alto nivel pela hospedeira pela
forca do promotor AOX1. Ainda na Figura 34 A é possivel a visualizacdo de duas
bandas correspondentes a glicoamilase, uma banda superior maior (seta simples) e outra
menor mais abaixo (setas duplas).

Esta diferenca nos pesos moleculares das bandas pode sugerir o efeito de
processamento diferenciado, como glicosilagcdo ou outras modificagOes, efetuadas pela
levedura durante o amadurecimento protéico. Desta forma a banda superior vista no gel
estaria muito glicosilada diferentemente da banda inferior que teria menos residuos de
glicosilacdo. E descartada a possibilidade de esta segunda banda corresponder &
isoforma tipo Il da glicoamilase visto que esta variante da enzima possui
aproximadamente 54 kDa (Silva Jr et al., 1997) e estaria bem abaixo da banda
correspondente ao BSA de 69 kDa utilizada no gel como marcador. No entanto, pode

corresponder a seguimentos oriundos de protedlise.
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Diferentemente do observado para o clone de fendtipo Mut®, o perfil
eletroforético da proteina produzida pela levedura Mut® apresentou apenas uma banda
no gel de poliacrilamida (Figura 34 B, seta simples). Isso demonstra que o clone
secretou a enzima com mesmo grau de glicosilacdo que nédo levou a diferenca de peso
molecular dos produtos expressos. Mais uma vez € observada que a expressao ocorre de
maneira gradual em funcdo do tempo de aplicacdo do indutor metanol aplicado a cada
24 horas na concentracdo de 0,5%.

A (P19) (B) S10
GS115 0 24 BSA 48 72 hs GS115 0 24 48 BSA 72 9% 12 hs
R —
9 kDa 69 kDa

Figura 34. Andalise eletroforética da glicoamilase secretada. A) Clone Mut™
GS115=Levedura Picha pastoris GS115 ndo recombinante; 0, 24, 48 e 72 sobrenadante
de cada tempo de inducdo. B) Clone Mut®: GS115=Levedura P. pastoris sem
transformar; 0, 24, 48, 72, 96 e 120 extrato enzimatico. BSA= Albumina soro bovina
utilizada como referencia de peso molecular (69 kDa).

O perfil da migracéo eletroforética confirma a eficiéncia do sistema de expressédo
na levedura P. pastoris. Na revelacdo dos dois géis, a coluna GS115 corresponde ao
sobrenadante da levedura ndo transformada, e foi utilizada como controle negativo da
expressdo de glicoamilase recombinante. Para GS115 sdo vistas varias bandas de
proteinas enddgenas, o que nao se percebe para os clones recombinantes que passam a
ter quase que toda a sua maquinaria genética voltada para transcricdo do cDNA da
glicoamilase sob a acdo da forca do promotor do gene que codifica a enzima alcool
Oxidase (AOX1). Esta caracteristica da levedura P. pastoris é de grande importancia
guando se pretende a expressdo em altos niveis de uma proteina ou peptideos, ja que a

indugdo por metanol inibe a secrecdo de outras proteinas da hospedeira.
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Para estimar com maior precisao o peso molecular da glicoamilase recombinante
secretada no meio de cultivo as enzimas produzidas em fracos agitados foram analisadas
SDS-PAGE. A enzima apresentou um peso molecular de aproximadamente 116 kDa
quando secretada pelos dois clones cultivados (Figura 35). O tamanho € superior ao
esperado para o produto do cDNA GLA que foi expresso em S. cerevisiae. Moraes et
al., (1999) reportam o peso molecular de 99 kDa para a glicoamilase de A. awamori,
Fierobe et al., (1997) caracterizaram a proteina de 94 kDa e a enzima estudada por

Heimo et al., (1997) apresentou peso molecular de 75 kDa.
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Figura 35. Andlise eletroforética da glicoamilase recombinante secretada. P19 proteina
produzida pelo clone Mut™; S10 proteina secretada pelo clone Mut®; M= Marcador de
peso molecular 116 kDa.

5.10 - Calculos dos paréametros cinéticos (Km e Vméx)
Como pode se observar, as andlises da glicoamilase secretada pelos

recombinantes de P. pastoris indicam que as caracteristicas da proteina P19 sdo
superiores as da S10. Na verificacdo dos parametros cinéticos aparentes Km e Vmax da
glicoamilase n&o purificada, foi utilizado apenas o extrato bruto com a enzima secretada
pelo clone de fendtipo Mut”™ (P19).

A acgéo da enzima foi testada quando incubada com diferentes concentragdes do
substrato amido. O aumento da concentracdo do substrato eleva a velocidade de reacéo,
mas somente até um determinado ponto que corresponde ao valor da concentracdo do

amido em que a capacidade catalitica da glicoamilase atinja 0 maximo (velocidade
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méaxima), ndo aumentando mesmo que a concentracdo do amido seja aumentada. A
Figura 36 demonstra essa relagdo onde a velocidade da atividade amilésica é crescente
até certas concentra¢des de amido.

A concentracdo de amido para atividade méaxima foi 0,15 mg/mL e a partir dai, é
observada a saturacdo da enzima. No grafico, o valor da concentracdo do substrato
necessaria para se alcancar a metade da velocidade maxima (1/2 Vmax) corresponde a
Km, a constante de Michaelis-Menten (Campbell e Farrell, 2007).

O valor dessa constante (Km) € muito importante na caracterizacdo da cinetica
enzimatica, pois uma enzima pode ter o mesmo valor de atividade maxima que outras,
porém dificilmente terd o mesmo valor de Km, que indicard que a quantidade necessaria

de substrato para saturar a enzima é diferente (Vieira, 2003).
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Figura 36. Efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade glicoamilasica do
clone de fendtipo Mut™.

Melhores observacdes sdo visualizadas pela modificacdo da Figura 36, através
do gréafico do duplo-reciproco de Lineweaver-Burk apresentado na Figura 37. Esse tipo
de grafico é resultado da relacdo dos valores inversos dos eixos velocidade inicial (Vo) e
concentracdo do substrato [S] que teré inclinagdo Km/Vmax na qual a intercepcéo seré 1/
Vmax no eixo de 1/Vo e intercepcdo de -1/Km no eixo de 1/[S], permitindo determinar
com mais precisdo a Vmax do que o grafico onde € plotado simplesmente Vo em funcéo
de [S].
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y = 116,27 + 7,9464
R? = 0,9924

1/vo

1/[S]

Figura 37. Grafico dos duplos reciprocos obtido pela cinética enzimética da
glicoamilase do clone Mut".

O sobrenadante avaliado apresentou Km aparente no valor de 14, 6 mg/mL e
Vmax=0,13 U/mL. Fierobe et al., (1998) apresentam valores de Km para a glicoamilase
isolada de A. awamori que variam de 15 a 38 quando 0s substratos eram
isomaltooligossacarideos e valores entre 3 a 150 quando a hidrdlise usava alguns outros
sacarideos como substrato, 0s autores ndo avaliaram o efeito da concentracdo do amido
no estudo. O tipo de substrato é fator importante na determinagdo da constante Km e da
Vmax reacdo. Outros trabalhos fazem a caracterizacdo dos pardmetros cinéticos de
glicoamilase, no entanto nao utilizam amido como substrato (Sauer et al., 2000) ou ndo
determinam as unidades de atividade enzimatica utilizada neste trabalho, isso
impossibilita a comparacdo dos parametros cinéticos obtidos com os dados constantes
na literatura.

Miiller (2008) caracterizando alfa-amilase de Bacillus subtilis produzida em P.
pastoris observou menores valores de Km para enzima quando presente no sobrenadante
bruto que apds a enzima ter sido purifica. Indicando que o extrato enziméatico bruto
pode ser empregado eficientemente em alguns processos industriais que fazem uso de

hidrolise enzimética e ndo requerem necessariamente produtos purificados.



76

6- Conclustes

O fragmento codificante da glicoamilase foi isolado e clonado eficientemente

nos vetores de clonagem e expresséo;
A construcdo do vetor de expressao pPG a partir do pPIC9 permitiu a construcao
de clones recombinantes de P. pastoris capazes de expressar e secretar

glicoamilase ativa;

A enzima produzida por clones de fenétipo Mut" teve poder catalitico superior a

enzima secreta por P. pastoris Mut®.

O peso molecular do produto secretado (116 kDa) mostrou-se superior ao
esperado (99 kDa).

Observou-se maior atividade e estabilidade da proteina em pHs mais &cidos que
alcalinos, o pH de atividade 6tima foi 3,5.

A glicoamilase recombinante apresentou consideravel estabilidade em sua

temperatura 6tima.

A enzima se fez estavel por longos periodos quando mantida a 4°C.
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8 - APENDICE A - MEIOS DE CULTIVO

8.A.1 - MEIOS DE CULTIVO BACTERIANO

Meio LB (Luria Bertani): cultivo da cepa de E. coli TOP 10.

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 59/L
NaCl 50/L
Agar 15 g/L

Meio SOB: transformacao bacteriana por eletroporacéo.

Bacto-triptona 2,0%
Extrato de levedura 0,5%
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM

Meio SOC: transformacéo bacteriana por eletroporacao.

Estoque de Mg 1mL
Estoque de glicose 1mL
Meio SOB 98 mL

Os meios foram autoclavados a 120°C por 15 minutos. A seguir adicionava-se 0 agente
antimicrobiano apropriado: ampicilina, na concentracéo final de 100 pug/mL, quando

necessario.

8.A.2 - MEIOS DE CULTIVO DE LEVEDURAS P. PASTORIS

Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium): manutencéo da linhagem P.
pastoris GS115.

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glicose 2%
Agar 20 g/L

Este meio foi esterilizado por autoclavagem e as solucdes de glicose previamente

filtrada e ampicilina na concentragédo de 100 pg/mL foram adicionadas posteriormente.
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MD (Minimal Dextrose Medium) - meio minimo com glicose e sem histidina para

selecdo de células transformantes de P. pastoris.

YNB 1,34 %
Biotina 4x10° %
Glicose 2%

Agar 20 g/L

O volume da mistura foi completado com agua ou agar estéril, para meio liquido ou

solido, respectivamente e adicionados 100 pg/mL de ampicilina.

MM (Minimal Methanol Medium) - meio minimo com metanol sem histidina para

selecdo de clones com fendtipos Mut®.

YNB 1,34 %
Biotina 4x10° %
Metanol 0,5%
Agar 20 g/L

A mistura foi completada para o volume final com &gua ou &gar estéril, para meio

liquido ou s6lido, respectivamente e recebeu ampicilina na concentragdo 100 pg/mL.

BMGY-U (Buffered Glycerol Complex Medium) - meio complexo tamponado, com

glicerol para o aumento de massa celular de P. pastoris.

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampdo fosfato pH 6,0 10 mM
YNB 1,34 %
Biotina 4x10° %

Glicerol 1%
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O volume da mistura foi completado com agua ou agar esteril, para meio liquido ou

solido, respectivamente com adi¢do de 100 pg/mL de ampicilina.

BMMY-U (Buffered Methanol Complex Medium) - meio complexo tamponado, com

metanol para inducdo da expressdo da proteina heterdloga

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampéo fosfato pH 6,0 10 mM
YNB 1,34 %
Biotina 4x10° %
Metanol 0,5%

A mistura foi completada com éagua ou agar estéril, para meio liquido ou solido,
respectivamente com adic¢éo de 100 pg/mL de ampicilina.

As solucBes utilizadas na preparacdo de meios de culturas e todas outras suspensdes ou
solugdes utilizadas ao longo dos experimentos foram esterilizadas por autoclavagem ou
filtrac&o.

8.A.3 - SOLUCOES ESTOQUES PARA PREPARO DE MEIO DE CULTIVO
PARA P. PASTORIS

10X YNB
Yeast Nitrogen Base 3,4 %
Sulfato de am6nio 10 %

Dissolver 3,4 g de YNB em 90 mL de agua destilada. Adicionar 10 g de (NH4).SO, e

esperar dissolver. Esterilizar por filtracdo. A solugéo foi estocada a 4 °C.
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500X Biotina (0,02 %)

Para o preparo desta solugdo, 20 mg de biotina foi dissolvida em 100 mL de &gua

destilada. A solucdo foi esterilizada por filtracéo e estocada a 4 °C.
100X Histidina (0,4 %)
A solucéo foi preparada utilizando 400 mg de L-histidina foram dissolvidas em 100 mL

de &gua destilada. Esta solucdo pode ser aquecida até 50°C para facilitar a dissolucao.

Em seguida foi esterilizada por filtracdo e estocada a 4 °C.

10X Glicerol (10 %)

Glicerol no volume de 5 mL de glicerol foi misturado a 900 mL de agua e esterilizado

em autoclave a 120°C por 20 minutos.

10X Glicose (20%0)

Vinte gramas (20 g) de glicose foram dissolvidos em 100 mL de &gua destilada e

esterilizado em autoclave a 120°C por 20 minutos.
Tampao fosfato 1M, pH 6,0 (100mL)
A quantidade de 13,2 de K;HPO, foram combinados com 86,8 mL de KH,PO,. O pH

deve ser confirmado e ajustado, se necessario. Foi esterilizado em autoclave a 120°C

por 20 minutos.



