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Resumo

A manipulacdo genética de micro-organismos permite a producdo de enzimas com alto valor
biotecnologico com aplicacdo em varios processos industriais. A enzima o-amilase de
Bacillus licheniformis é amplamente utilizada nas industrias de alcool, acgucar, cerveja e
panificacdo para a hidrolise do amido inicial, clivando as ligagdes glicosidicas a-(1,4). Um
sistema de expressdo de proteinas heter6logas que tem sido utilizado com sucesso é o sistema
da levedura metilotrofica Pichia pastoris. O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar o
gene que codifica a a-amilase de B. licheniformis DSM13 na levedura metilotrofica Pichia
pastoris e apos analisar a proteina recombinante secretada. O gene foi inserido no genoma de
P. pastoris utilizando o vetor pPIC9 sendo entdo produzida e secretada pela levedura. A
atividade enzimatica maxima foi observada no sobrenadante do clone B8 (345,4 U/mL).
Houve variacdo quanto ao peso molecular da enzima entre os clones analisados por gel SDS-
PAGE. A enzima apresentou temperatura Otima de atividade de 70°C, consideravel
estabilidade na presenca de calcio, pH 6timo de 7,0 e também manteve-se estavel por um
periodo de dois meses quando incubada a 4 °C. Os valores de Km e Vmax aparentes calculado

para o extrato bruto do clone A7 foram de 10,74 mg/mL e 416,66 U/mL respectivamente.

Palavras-chave: Expressao heterologa; Enzima recombinante; Pichia pastoris; caracterizacao

enzimatica; etanol.



Abstract

Genetic manipulation of microorganisms allows the production of enzymes with high
biotechnological value with application in various industrial processes. The enzyme a-
amylase from Bacillus licheniformis is widely used in industries to produce alcohol, sugar and
beer, and its activity involves hydrolysis of starch cleaving the glycosidic bonds a-(1,4). The
methylotrophic yeast Pichia pastoris has been used successfully for heterologous protein
expression, becoming an efficient expression system. The objective of this study was to clone
and to express the gene encoding a-amylase from Bacillus licheniformis DSM13 in the
methylotrophic yeast Pichia pastoris and also to analyze the recombinant protein secreted.
The gene was inserted into the genome of P. Pastoris using the pPIC9 vector and after the
induction process the protein was produced and secreted by the yeast. The maximum enzyme
activity was observed in the supernatant of the clone B8 (345,4 U/mL). Variations in
molecular weight of the enzymes among the clones were detected by SDS-PAGE gel analysis.
The enzyme showed optimum activity at 70 °C, pH optimum of 7.0 and its activity remained
stable for a period of two months when maintained at 4 °C. The Km and Vméax apparent
values calculated for the crude extract clone A7 were 10.74 mg/mL and 416.66 U/mL,

respectively.

Keywords: heterologous expression; recombinant enzyme; Pichia pastoris; enzyme

characterization; ethanol.
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1 — Introdugéo

1.1 - Tecnologia do DNA recombinante

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante na década de 70, novos
procedimentos foram desenvolvidos permitindo o isolamento e a purificacdo de genes
especificos num processo chamado clonagem génica. Técnicas provenientes da microbiologia,
bioquimica, imunologia e genética microbiana, permitiram a manipulacdo e analise do DNA
(Nascimento et al, 2003).

A tecnologia do DNA recombinante tem uma ampla aplicagédo que vem permitindo o
isolamento e o0 estudo da regulacdo da expressdo génica de centenas de organismos
eucariontes, recombinacdo génica entre espécies distintas, estudos de genes humanos cujos
alelos mutantes conferem algum disturbio, genes associados ao desenvolvimento embrionario,
genes relacionados a apoptose, inferéncias de estrutura e funcionalidade de proteinas entre
outras. A tecnologia do DNA recombinante também é uma potente alternativa que permite o
melhoramento genético de espécies de valor biotecnoldgico (Astolfi- Filho et al., 2005).

A técnica central da metodologia do DNA recombinante é a clonagem molecular, a
qual consiste no isolamento e propagacdo de moléculas de DNA idénticas. De acordo com
Burns e Bottino (1991), o processo geral baseia-se em trés enfoques experimentais principais.
A producéo de fragmentos de DNA de fontes diferentes que contenham as sequéncias génicas
de interesse, seguido da reunido desses segmentos em uma molécula de DNA capaz de se
replicar, normalmente um plasmideo bacteriano chamado vetor, e a transformacéo de células
bacterianas com a molécula recombinante de modo que elas se repliguem e entdo se
expressem.

O desenvolvimento desta nova tecnologia s foi possivel pela descoberta das enzimas
de restricdo no final dos anos de 1960. Este tipo de enzima atua como uma espécie de "tesoura
bioldgica™ que, apos reconhecer determinada sequéncia nucleotidica, faz corte bifilamentar na
ligacdo acucar-fosfato da molécula de DNA, produzindo fragmentos (Pierce, 2004).

Essas enzimas foram descobertas a partir de estudos a respeito do sistema de restrigao-
modificacdo de células infectadas por bacteriofagos. As enzimas de restrigdo ou nucleases de
restricdo sdo divididas em varias classes, dependendo da estrutura, da atividade e dos sitios de
reconhecimento e clivagem. Entre elas, as enzimas do Tipo Il sdo consideradas as mais
importantes para a engenharia genética, pois sdo proteinas monoméricas ou diméricas e

clivam o DNA no mesmo sitio do seu reconhecimento. O sitio de reconhecimento deste tipo



de enzima é normalmente uma sequéncia palindrdomica (Arber e Linn, 1969; Astolfi - Filho et
al., 2005; Nascimento et al., 2003).

Como consequéncia do desenvolvimento desta tecnologia, ampliou-se a possibilidade
de explorarmos um nimero de variantes enzimaticas geradas por evolucéo in vitro para uma
determinada aplicagdo. O emprego de organismos modificados por engenharia genética tem
permitido o desenvolvimento de tecnologias aplicadas na obtencdo de mondmeros

petroquimicos e outros compostos de elevado interesse industrial.

1.2 - Enzimas de origem microbiana no contexto biotecnoldgico

De acordo com a sua origem, as enzimas podem ser classificadas em: enzimas
microbianas, enzimas de origem animal e enzimas de origem vegetal (Lima et al., 2001).

O uso de células microbianas como fonte de enzimas foi largamente implementado em
escala industrial, permitindo ndo s6 o aumento na producdo de enzimas ja obtidas por
processos convencionais, mas também a producdo de novas enzimas de interesse comercial
(Demain, 2000). As enzimas de origem microbiana possuem vantagens como a obtencéo de
elevadas concentracOes através de manipulacdo genética e ajuste das condicGes de cultivo,
facil e rapida triagem de micro-organismos super produtores, ciclos de fermentagdo curtos,
uso de meios de fermentacdo de baixo custo, e diversidade de enzimas que catalisam a mesma
reacao, possibilitando flexibilidade nas condic¢des de uso (Timmis e Demain, 1998).

As enzimas produzidas por micro-organismos de origem bacteriana ou fungica tém
potencial aplicacdo em um grande ndmero de processos industriais, como na indUstria de
alimentos, fermentacdo, industria téxtil, papel-celulose, indlstria de detergentes, inddstrias
farmacéuticas, produtos quimicos e biomédicos, racdo animal, sacarificacdo do amido,
cerveja, e industrias de destilacdo (Guimaraes et al., 2006; Souza e Magalhdes, 2010).

Alguns organismos denominados termofilicos, produzem enzimas que possuem
propriedades Unicas de estrutura e funcdo para termoestabilidade e atividade 6tima em
temperaturas acima de 70 °C. Enzimas termofilicas podem servir como sistema modelo para
bidlogos, quimicos e fisicos interessados na compreensdo dos sistemas de evolugdo
enzimatica, mecanismos moleculares para termoestabilidade de proteinas, e o limite superior
da temperatura para a funcdo da enzima (Vieille e Zeikus, 2001).

Esse conhecimento pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias mais
eficientes de engenharia de proteinas e uma vasta gama de aplicagdes biotecnolégicas. As
enzimas termofilicas podem funcionar em niveis elevados de sal, sob condices altamente

alcalinas, e em condi¢Ges ambientais extremas (acidez, presséo, etc) (Adams e Kelly, 1995;



Jaenicke e Bohm, 1998). Intrinsecamente estavel e ativa em altas temperaturas, essas enzimas
oferecem maiores vantagens biotecnoldgicas sobre enzimas mesofilicas (atividade 6tima entre
25 °C a 50 °C). Uma vantagem € expressar essas enzimas termofilicas em hospedeiros
mesofilicos, tornando mais facil sua purificacdo por tratamento quimico. Outra vantagem € a
termoestabilidade dessas enzimas, que estdo associadas a maior resisténcia a desnaturantes
quimicos (como um solvente ou cloridrato de guanidina), e a realizacdo de reacOes
enzimaticas a altas temperaturas permitem maiores concentracdes de substrato, menos riscos
de contaminacdo microbiana, e as taxas de reacdo sao superiores (Vieille e Zeikus, 2001).

O crescente numero de enzimas caracterizadas a partir de organismos termofilicos, e o
advento recente das poderosas ferramentas da engenharia genética, sugerem um crescente uso
dessas enzimas em uma variedade de aplicacfes. Na biologia molecular com a fabricacéo e o
desenvolvimento de enzimas do tipo DNA polimerases e DNA ligases, na industria de
degradacdo de celulose, e na indudstria de processamento do amido com o uso das enzimas o-
amilases, [-amilases, glucoamilases, xilose isomerases, pululanases e amilopululanases
(Bentley e Williams, 1996; Bergquist e Morgan, 1992).

1.3 - Processamento do amido

1.3.1 - O amido e suas estruturas

O amido é a principal substancia de reserva de muitas culturas economicamente
importantes tais como o trigo, milho, arroz, batata e mandioca, além de oferecer cerca de 80%
das calorias consumidas pelo homem. Ele é armazenado nas células das sementes, raizes e
tubérculos, depositados na forma de granulos que apresentam forma e dimensdes diversas
(Cereda et al., 2003).

O mercado de amido vem crescendo nos Gltimos anos, levando a busca de produtos
com caracteristicas especificas que suportam os requisitos da indudstria. A producdo de amidos
modificados é uma alternativa que esta em constante evolugdo para superar uma ou mais
limitagdes dos amidos nativos e assim aumentar a utilidade deste polimero para aplicacdes
industriais. Sua produgdo mundial foi estimada em 70 milhdes de toneladas no ano de 2010
(abam.com).

O amido é uma materia-prima de carater renovavel, biodegradavel e ndo toxica e tem
sido utilizado na industria de alimentos como ingrediente, a0 mesmo tempo com valor
caldrico e melhorador das propriedades funcionais em sistemas alimenticios. Dependendo do

tipo, o amido pode, entre outras fungdes, servir para facilitar o processamento, fornecer



textura, servir como expessante, fornecer sélidos em suspensdo e proteger os alimentos
durante o processamento (Smith, 1982). Além disso, os amidos sdo importantes fontes de
carboidratos para processos de fermentacao etandlica (Cereda et al., 2003).

A estrutura do amido consiste de residuos de a-D-glicose que se associam por
ligacGes glicosidicas formando dois tipos de compostos, a amilose e a amilopectina (Tester et
al., 2004).

A amilose (Figura 1) € uma molécula essencialmente linear formada por unidades de
D-glicose, contendo em média 99% de ligacdes a-(1,4). Seu grau de polimerizacdo (DP) é
controverso e parece ser dependente do vegetal de origem e do estagio de crescimento
(Buléon et al., 1998; French, 1984; Galliard, 1987). O peso molecular desse polimero é
varidvel com a fonte e as condi¢des de processamento empregadas na extracdo do amido,
podendo conter de 200 a 700 residuos de glicose, tendo seu peso molecular aproximado de
1x10° a 1x10°Da (Tester et al.,2004).

Figura 1. Estrutura quimica da amilose. Cadeia linear de a-D-glicose ligadas por liga¢des a-
(1,4).

A amilopectina (Figura 2) é uma molécula ramificada formada por unidades de D-
glicose ligadas em a-(1,4) e com 5 a 6% de ligagdes a-(1,6) nos pontos de ramificacdo
(Buledn et al., 1998). A grande maioria dos amidos contém 20 a 30% de amilose e 70 a 80%
de amilopectina, sendo que essa razdo varia com a fonte botanica. O peso molecular da
amilopectina é da ordem de 1x10’ a 1x10°Da. O comprimento das ramificacdes é variavel,
porém & comum apresentarem entre 20 a 30 unidades de glicose. Em presenca de iodo a
amilopectina apresenta coloracdo avermelhada e € estavel em solugbes aquosas diluidas
(Biliaderis, 1991).



Figura 2. Estrutura da amilopectina. Ramificagdes unidas por ligagoes a-(1,6).

1.3.2 - Enzimas envolvidas na hidrélise do amido

As amilases sdo enzimas responsaveis pela degradacdo da molécula de amido e estéo
amplamente distribuidas na natureza. Elas constituem uma classe de enzimas industriais que
representam aproximadamente 30% da producdo de enzimas do mundo, sendo de grande
importancia na biotecnologia atual (Van der Maarel et al., 2002).

As amilases hidrolisam moléculas de amido gerando diversos produtos incluindo
dextrinas e polimeros menores compostos por unidades de glicose. Trés dominios distintos
caracterizam a estrutura geral dessas enzimas e estdo divididas em grupos de acordo com sua
atividade catalitica (Asghari et al., 2004; Gupta et al., 2003).

Segundo Gupta e colaboradores (2003), as amilases sdo divididas em dois grupos, as
endoamilases e exoamilases. As endoamilases catalisam hidrolises de forma aleatdria no
interior da molécula do amido gerando oligossacarideos lineares ou ramificados de varios
comprimentos. Essas enzimas clivam as ligagdes glicosidicas a-(1,4) presentes nas cadeias de
amilose ou amilopectina. A enzima a-amilase (E.C. 3.2.1.1) é a mais conhecida.

As exoamilases podem clivar ligagdes glicosidicas a-(1,4) externas, a exemplo da f-
amilase (E.C. 3.2.1.2) ou ambas as liga¢cdes a-(1,4) e a-(1,6) como é o caso da
amiloglicosidase (E.C. 3.2.1.3) e glicosidase (E.C. 3.2.1.2.0) (Ayer, 2005). Existem também
mais dois grupos de amilases, as desramificadoras e as transferases. As enzimas
desramificadoras consistem em um terceiro grupo de enzimas conversoras do amido que sao:
pululanase hidrolase tipo I (neopululanase, EC 3.2.1.135) que rompe as ligacfes glicosidicas

a-(1,4) formando panose, pululanase tipo | (EC 3.2.1.41) que hidrolisa especificamente as



ligagdes glicosidicas a-(1,6) para formar maltotriose e pululanase tipo 1l (amilopululanase)
que rompe tanto as liga¢des glicosidicas a-(1,6) e a-(1,4) (Bertoldo et al., 1999; Morais, 2004;
Roy et al.,2003).

As transferases constituem o grupo das enzimas conversoras ou modificadoras que
podem quebrar as ligagdes a-(1,4) da molécula doadora, transferindo parte do doador para um
aceptor glicosidico com a formacdo de uma nova ligacdo glicosidica. Enzimas como
amilomaltase (EC.2.4.1.25) e ciclodextrina glicosiltransferase (EC 2.4.1.19) formam uma
nova ligag¢do a-(1,4) e a0 mesmo tempo ligam a extremidade redutora a ndo redutora. Essas
enzimas sdo muito utilizadas nas indUstrias cosméticas, farmacéuticas e de alimentos
(Tachibana, 1999).

1.3.4 - Hidrdlise do amido

A hidrdlise do amido pode ser feita de duas formas, utilizando &cidos ou enzimas
como catalisador (Carioca e Arora, 1984). A hidrdlise enzimética tem varias vantagens em
relacdo a hidroélise acida, pois é mais especifica, gera menos subprodutos e os rendimentos séo
mais elevados. As condicGes para a hidrdlise enzimatica sdo mais leves, portanto, etapas de
refino para remover cinzas e cor do hidrolizado é minimizado. Com isso, a hidrolise
enziméatica do amido tem sido praticada em escala industrial por muitos anos e esta
gradualmente substituindo o tradicional processo de hidrolise acida (Ayer, 2005).

A hidrélise do amido em produtos que contenham glicose, maltose, etc é provocada
pela degradacdo controlada e realizada em diferentes fases como demonstrada na figura 3.
(Crabb e Mitchinson, 1997).

A primeira fase consiste na gelatinizacdo do amido que é necessario para aumentar a
acessibilidade do substrato e melhorar a taxa de hidrélise. A gelatinizacdo é o processo de
transformacdo do amido granular em pasta viscoelastica. Durante o aquecimento de
dispersbes de amido em presenca de excesso de agua, inicialmente ocorre o inchamento de
seus granulos até temperaturas nas quais ocorre 0 rompimento dos granulos, com destruicdo
da ordem molecular e mudancas irreversiveis nas suas propriedades. A temperatura na qual
ocorre este tipo de transformacdo é chamada de temperatura de gelatinizagdo (Andrade e
Souza, 2000; Barks et al., 2008).

O processo de gelatinizacdo ocorre simultaneo ao processo de liquefacdo. O objetivo
da liquefacdo é converter uma suspensdo concentrada de amido granular em uma solucéo

soltvel de cadeias longas de dextrinas. Isso ocorre por uso de amilases termoestaveis



normalmente nas faixas de pH entre 6,0 e 6,2 a uma temperatura de 95°C (Crabb e
Mitchinson, 1997).

Subsequente ocorre o processo de sacarificagdo, sendo a remocdo de residuos de
glicose catalisada por uma exoamilase (glicoamilase). Normalmente essa enzima € isolada do
fungo Aspergillus niger ou de espécies relacionadas. Para sacarificagdo, o pH do sistema é
ajustado para 4,2 - 4,5 e os solidos secos sao diluidos para 30-32%. A glicose seré o substrato
para futuras fermentacGes (Bon et al., 2008).

Em processos de modificacdo e conversdo do amido em xaropes ricos em frutose,
ocorre a isomerizacao dos agucares formados. Para isso a mistrura de dextrose € refinada, o
carnobo é filtrado, os solidos secos sdo concentrados para mais de 40% e o pH € ajustado para
niveis neutros (7,0 a 8,0). Entdo a enzima glicose isomerase isomeriza o aldeido do agucar (D-
glicose) para a forma de D-frutose. (Crabb e Mitchinson, 1997).

Os substratos formados pela hidrdlise do amido além de serem utilizados nas
indUstrias alimenticias, podem servir para producdo de etanol carburante como fonte

alternativa de combustivel.
Gelatinizagao

l NaOH, deionizar
Ca2*

/ NaOH,
Mg?+

_— R — _—
8-10 DE >95.5% Dx 42% frutose
Liquefacdo Sacarificagdo Isomerizagdo
(a-amilase) (glicoamilase) (glicose isomerase)

Figura 3. Esquema adaptado de Crabb e Mitchinson, 1997. Etapas enzimaticas no
processamento de amido suspensos em frutose, mostrando o uso de enzimas, condicOes e
parametros de processamento tipico. As setas indicam os pontos de ajuste dentro do processo
para 0s componentes de pH e / ou de ions. DE = "dextrose equivalente "; O termo '% Dx "é a
porcentagem de dextrose na solucgéo.



1.4 - Producéo de biocombustivel a partir do amido de mandioca

A preocupacdo ambiental, principalmente com o excesso de emissdo de gases de efeito
estufa na atmosfera e a busca por solugdes alternativas para o consumo do petréleo, desde a
década de 1970 até hoje, reforcam cada vez mais a importancia da producdo comercial dos
biocombustiveis. As principais razGes para o interesse na utilizacdo dos biocombustives sdo
minimizar os efeitos das emissdes veiculares na poluicdo local, principalmente nas grandes
cidades, diminuir a dependéncia externa de petrdleo, por razdes de seguranca de suprimento
ou impacto na balanca de pagamentos e controlar a concentracéo de gases de efeito estufa na
atmosfera (Leite e Leal, 2007).

A crise do petréleo que se instaurou nas Ultimas décadas, aliada ao aumento da
demanda por combustiveis e a crescente preocupacdo com o meio ambiente, preconizou a
busca por fontes alternativas de energia no Brasil e no mundo (Pousa 2007). As pesquisas se
concentraram no desenvolvimento de novos insumos basicos, de carater renovavel, para a
producdo de combustiveis que possam substituir os derivados de petréleo. Isso colocou a
biomassa em um papel de destaque, em razdo da sua natureza renovavel, ampla
disponibilidade, biodegradabilidade e baixo custo (Suarez, 2009).

A producdo do alcool oriundo da cana-de-aclcar, da mandioca ou de qualquer outro
insumo deveria ser incentivada por meio da expansdo da oferta de matérias-primas, com
especial énfase no aumento da producdo agricola, da modernizacdo e ampliacdo das
destilarias existentes e da instalacdo de novas unidades produtoras, anexas a usinas ou
autdbnomas, e de unidades armazenadoras. Sendo assim em 14 de novembro de 1975, foi
criado no Brasil, o Programa Nacional do Alcool ou Proalcool, com o objetivo de estimular a
producdo do alcool, visando o atendimento das necessidades do mercado interno e externo e
da politica de combustiveis automotivos. Nesse periodo, 0 governo incentivou a producéo de
alcool a partir de vérias espécies vegetais como a mandioca, babagu, batata-doce e cana-de-
acucar (Garnero, 1980).

O plantio da cana-de-aclcar possuia forte tradicdo do nosso pais desde a época
colonial em razdo da producdo de cachagca. Além disso, o etanol produzido a partir da cana
obteve melhores condi¢bes na implantacdo de sua estrutura, em comparagdo ao etanol
produzido a partir de outras fontes vegetais. Isto fez do Brasil um lider mundial na producéo e
utilizacdo de alcool combustivel (Marcoccia, 2007). Porém, a producdo do etanol ndo se
limita apenas na utilizacdo da cana-de-aglicar como matéria-prima, mas também de outras

fontes vegetais, podendo-se destacar a mandioca, 0 milho, o sorgo sacarino e residuos



agroindustriais lignocelulésicos. A utilizacdo dessas matérias-primas depende das questfes
climaticas e oferta de produtos. O Brasil, devido sua grande diversificagdo territorial e
climatica, pode usufruir de diversas culturas com caracteristicas para a producéo de etanol
(Menezes, 1980).

Em algumas regides do pais, o clima e solo se tornam improprio para o plantio da
cana-de-agucar, que necessita para um bom desenvolvimento uma precipitagdo pluviométrica
de 1.200 a 1.300 mm anuais, terras profundas, com textura média e boa capacidade de
retencdo de &gua, e ainda a acidez do solo deve situar-se na faixa de pH 5,5 a 6,5 (Zink et al,
1978). Uma alternativa para esse problema é a producdo de etanol a partir do amido de
mandioca, que produz &lcool de qualidade superior podendo apresentar outras aplicacdes além
de carburante. Além disso, a mandioca € uma raiz que ndo requer muitas exigéncias de clima
e solo, podendo ser produzida de maneira sustentdvel em diversas regides do pais,
melhorando assim a renda de muitas familias que dependem da agricultura (Cereda et al.,
2003).

A producdo de etanol a partir do amido da mandioca também possibilita a
transferéncia de tecnologias, diminuicdo dos custos de transporte e gera uma ampla
distribuicdo do produto para importacdo ou exportacdo (Cereda et al., 2003). Porém a
producdo de etanol a partir do amido da mandioca necessita de um pré-tratamento com
processos de liquefacdo e sacarificacdo através de acidos ou enzimas bioldgicas, que quebram
a macromolécula do amido em acucares, para 0 posterior processo de fermentacdo. Esse pre-
tratamento como diferenca do processo de producdo de etanol a partir da cana-de-agucar ainda
é, a primeira vista, uma desvantagem para 0 amido, mas, por outro lado, esses carboidratos se
apresentam em maiores concentra¢fes por unidade de matéria prima vegetal, o que significa
uma vantagem, por diminuir, consideravelmente, o manuseio dos significativos volumes
massicos, com implicagdes em investimentos, custeio do sistema, custos de logistica, energia,
mao de obra e remocéo de residuos (ABAM, 2010).

Como se observa 0 amido é uma importante fonte de carboidratos para processos de
fermentagdo etandlica e as pesquisas com as enzimas biologicas (amilases) sdo de grande

relevancia para o desenvolvimento da produtividade agricola.
1.5 - a-amilase de Bacillus licheniformis

As a-amilases estéo entre as enzimas mais importantes na biotecnologia atual. A gama
de aplicacdes técnicas sdo muito amplas, tendo potencial aplicacdo em processos dos setores

de alimentos, industria téxtil, industria papeleira, detergentes, industrias farmacéuticas,
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medicamentos, quimica analica, panificagdo, bem como em processos envolvidos na
liguefacdo do amido para a producdo de xaropes de frutose ou na producdo de etanol
combustivel (Magalhdes e Souza, 2010; Nazmi et al., 2006).

As a-amilases sdo universalmente distribuidas entre os reinos (animal, vegetal,
microbiano) sendo que ao longo das Ultimas décadas pesquisas tém sido desenvolvidas com
a-amilases produzidas por uma grande variedade de micro-organismos (fungos, leveduras,
bactérias e actinomicetos). No entanto, as enzimas a partir de fontes fungicas e bacterianas
tém dominado os setores industriais. A principal vantagem do uso de micro-organismos para a
producdo de amilases é a capacidade de produgdo econdémica em massa e a facil manipulagédo
para se obter enzimas de caracteristicas desejadas (Pandey et al., 2000).

Bacillus licheniformis € uma bactéria mesofilica Gram-positiva que forma enddsporos
e podem ser isoladas de solos e material vegetal em todo o mundo. O organismo nunca foi
relatado como patogénico para animais ou plantas e é usado extensivamente para producdo
em larga escala industrial de exoenzimas, uma vez que podem secretar grandes quantidades
de proteinas de até 20-25 g/L (Veith et al., 2004). Outros produtos que podem ser produzidos
através de cepas de B. licheniformis sdo as amilases (Declerck et al., 2000; Yuuki et al.,
1985).

A a-amilase de B. Licheniformis é amplamente utilizada nas industrias de alcool,
acucar e cerveja para a hidrélise do amido inicial, clivando as ligagGes glicosidicas a-(1,4).
Sua estrutura possui trés dominios: A, B e C (Figura 4). O dominio A ¢é formado por uma
tipica estrutura em barril (B/a)s, 0 dominio B é estabelecido como uma protrusdo a partir do
dominio A, e o lado C-terminal do barril contém o sitio ativo e conservados sitios de ligacao

para o célcio.
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Figura 4. Estrutura terciaria da a-amilase de B. licheniformis. O célcio e os ions de sédio
ligadas a proteina em sua forma nativa sdo mostrados. Dominio A, mostrado em vermelho, o
dominio B é de cor azul e o dominio C na cor verde (Nazmi et al., 2006).

O calcio (Ca**) pode atuar na estabilizacgdo da estrutura tri-dimensinoal
e como ativador alostérico (Muralikrishna, 2005).

A determinacdo da atividade dessa enzima pode ser baseada na intensidade da cor do
iodo, aumento de agucares redutores na solucéo e diminuicdo da viscosidade da suspensdo de
amido (Priest, 1977).

Devido ao fato de muitos micro-organismos secretarem quantidades limitadas de
enzimas ou outras proteinas e peptideos, a expressdo heteréloga em outras células hospedeiras
tem sido empregada para potencializar a obtencdo desses produtos de interesse
biotecnologico. Neste sentido, diversos sistemas de expressdo de genes heterologos foram
desenvolvidos para procariotos como Escherichia coli e mais eficientemente para leveduras
(Sreekrishna et al.,1997).

1.6 - Expressao de proteinas heterologas em Pichia pastoris

Sistemas de expressdo em leveduras oferecem vantagens consideraveis em relacéo a
sistemas procarioticos ou a outros sistemas eucarioticos, onde sdo capazes de secretar
proteinas e realizar processos de modificacdo relacionados a secrecdo, também combinam a
facilidade de manipulacdo genética e crescimento relativamente rapido a altas densidades

celulares (Gellisen, 2000). Nas ultimas décadas a levedura metilotrofica Pichia pastoris se
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tornou um modelo de sucesso para a producdo de proteinas heterélogas. Os principais fatores
que contribuiram para 0 sucesso e a rapida aceitacdo desse sistema incluem a fécil
manipulacdo genética, a capacidade da levedura produzir proteinas heterdlogas em altos
niveis, e fazer varias modificacGes pds-traducionais eucarioticas, como glicosilacao, formacéo
de pontes de dissulfeto e processamento proteolitico, e ainda a viabilidade do sistema de
expressdo como Kit comercialmente disponivel (Cereghino e Cregg, 2000). Um beneficio
adicional do sistema de P. pastoris € que os promotores fortes estdo disponiveis para conduzir
a expressdo de um gene heter6logo de interesse, permitindo a producdo de grandes
quantidades da proteina-alvo com relativa facilidade técnica e menor custo do que a maioria
dos outros sistemas eucarioticos.

A levedura P. pastoris pode utilizar o metanol como fonte de carbono e energia
(Cereghino e Cregg, 2000; Sreekrishna et al., 1997). Os altos niveis de expressdo estdo
relacionados a promotores induziveis ou constitutiveis (Almeida et al., 2005). Entre eles hd o
forte promotor induzivel e reguldvel por metanol, derivado do gene da proteina alcool
oxidases 1 (AOXI) de P. pastoris usado para transcrever genes heter6logos. O mecanismo de
ativacdo do promotor do gene aox1 ocorre em duas etapas: primeiro, através de um processo
de repressdo/desrepressdo e, em seguida, por um mecanismo de inducdo, tendo como
repressor a glicose e indutor o metanol.

Existem dois genes que codificam a enzima éalcool oxidase nessa levedura, o gene
aox1l e aox2. Os produtos desses genes possuem uma alta similaridade em relacdo s suas
sequéncias e funcbes, porém mais de 95% da atividade enzimatica da alcool oxidase é
atribuida a expressdo do gene aoxl em presenca de metanol (Cregg, et al. 1993). Isso é
resultado da maior forga do promotor do gene aox1 comparado ao seu similar aox2. Tem sido
demonstrado que 0 RNA mensageiro do gene aox1 pode incluir até 5% do RNA poli A" total
(Daly e Hearn, 2005).

Na presenca de metanol como fonte de carbono, a via metabdlica se inicia pela
oxidacdo do metanol para formar formaldeido e peroxido de hidrogénio, reacdo catalisada
pela enzima alcool oxidase (AOX). A enzima esta presente dentro de uma organela chamada
peroxissomo junto com outra enzima, a catalase que degrada o perdxido de hidrogénio em
oxigénio e agua, devido sua toxicidade a célula (Cregg et al., 1989). Uma parte do
formaldeido gerado pela enzima (AOX) deixa 0 peroxissomo e é metabolizado no citoplasma
para formacdo de dioxido de carbono por duas desidrogenases, reacdes que sdo uma fonte de
energia para as células que crescem em metanol. O formaldeido que resta na célula é

assimilado para formar constituintes celulares por um caminho ciclico que se inicia com a
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condensacdo do formaldeido com xilulose 5-monofosfato, reacdo catalisada pela acdo da
enzima sintase dihidroxiacetona (DHAS) (Figura 5) (Cereghino e Cregg, 2000).

d ) Cytosol

CH3OH Peroxisomes .

O, NADH NADH
AOD ' NAD'
||?()?J NAD
CTA‘ HCHO & HCHO HCOOH cO,

' —_— FALDH FOH
Oy + H0O
DHA GAP 3
| | AOD: alcohol oxidase
~ / DAS: dihydroxyacetone synthase
ATP CTA: catalase
ADP FALDH: formaldehyde dehydrogenase
DHAP GAP Xu'SP T "d“,'y?'?”m“
FBP = op Cell constituents

Figura 5. Via metabdlica do metanol em P. pastoris. AOD - Alcool oxidase; DAS -
Dihidroxicetonasintase; CTA — catalase; FALDH - Formaldeido desidrogenase; FDH -
Formato desidrogenase (Adaptado de Cereghino e Cregg, 2000).

1.6.1 — Fenotipos da levedura e sistema de integracdo no genoma

A integragdo do cassete de expressdo no genoma de P. pastoris possibilita a
caracterizacdo de trés fenoOtipos diferentes, que estdo relacionados com a metabolizacdo do
metanol. Os fendtipos sdo classificados como Mut® (Methanol Utilization Plus), Mut®
(Methanol Utilization Slow) e Mut” (Methanol Utilization Minus). O fendtipo Mut” caracteriza
as leveduras que possuem 0s genes aoxl e aox2 funcionais no seu genoma e possuem
crescimento que aproxima daquele apresentado pela levedura selvagem. O fenétipo Mut®
possui somente 0 gene aox2 ativo, enquanto que o gene aoxl ndo é funcional. Por fim o
fenotipo Mut possui 0s dois genes aox inativos impossibilitando a metabolizacdo de metanol
(Cregg et al., 1985).

Os dois diferentes mecanismos desta integragéo do cassete de expressao ao genoma da
hospedeira sdo por adicdo ou substituicdo génica (Cregg et al., 1993; Tuite et al., 1999). A
integracdo por adicdo pode ocorrer com vetores circulares ou linearizados no locus his4

(Figura 6) ou na regido homologa AOX1 (Figura 7). Essas recombina¢Ges homdlogas entre
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vetor e genoma da hospedeira, ocorrem por um evento de crossing-over simples, também
podendo ocorrer inser¢des em tandem gerando transformantes multicopias (Daly e Hearn,
2005).

Pichia Genome (his4)

his4. * mutation

\

~ S
HIS4 his4. ‘
v v

His* His™

Figura 6. A figura mostra o resultado de uma insercdo do plasmideo entre as cdpias
duplicadas dos genes HIS4/his4 (Invitrogem, 2002).

5" AOX1 or aox1::ARG4 Pichia Genome (his4)

5 AOX1oraox1=ARG4 TT 3’ 5' PacxygmiGom Sl TT g  HISé  33'AOX1 g

Expression Cassette

Figura 7. Resultado de uma insercdo por adicdo do cassete de expressdo no locus
correspondente ao promotor AOX1 (Invitrogem, 2002).
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A integracdo por substituicdo génica ocorre atraves de um duplo crossing-over entre o
vetor e 0 genoma da hospedeira. Esse evento ocorre entre o promotor AOX1 e a regido

3’AOXL1. Isto resulta na remogédo completa da regido codificadora do gene AOX1 (Figura 8).

m/ ﬂ-\m plasmideo linearizado

genoma de P. pastoris
—ad— B TR EPTSTR plasmideo integrado
a0 genoma

Figura 8. A figura mostra um evento de substituicdo de genes no locus AOX1 (Invitrogem,
2002).
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2 - Justificativa

As enzimas de origem microbiana tém potencial aplicagdo em diversos processos
industriais, além disso, a manipulacdo genética de alguns micro-organismos possibilita a
producdo de enzimas com alto valor biotecnologico e também algumas vantagens como a
producdo de enzimas para escala industrial, condi¢des de cultivo a baixo custo e flexibilidade
nas condicdes de uso para determinados processos industriais.

Outras fontes alternativas de matéria-prima para a producdo do etanol no Brasil
permitiu um aumento no desenvolvimento da produtividade agricola e economia do pais, além
de contribuir para a reducdo das emissdes de CO, e SO, Uma dessas fontes de matéria-prima
€ 0 amido. Porém a producdo de etanol a partir do amido é uma atividade que necessita de um
pré-tratamento com enzimas amiloliticas. Esse pré-tratamento ocorre através dos processos de
liqguefacdo e sacarificacdo que transforma a macromolécula do amido em aclcares para o
posterior processo de fermentacdo. O processo de liquefacédo € realizado pelas a-amilases que
sdo consideradas como as enzimas mais importantes na biotecnologia atual, além de possuir
uma gama de aplicacbes técnicas em processos dos setores de alimentos, industria téxtil,
industria papeleira, detergentes, industrias farmacéuticas, medicamentos, quimica analica,
panificacdo, bem como em processos envolvidos na liquefacdo do amido para a producéao de
xaropes de frutose. Com isso, a producdo dessas enzimas € de consideravel importancia, pois
possibilita a realizacdo dessas atividades e contribui também com o desenvolvimento de
novas tecnologias para producdo do biocombustivel no pais. Além disso, aumenta a
distribuicdo do produto gerado para importacdo ou exportacdo utilizando fontes de matéria-
prima de carater renovavel visando o atendimento das necessidades do mercado interno e

externo.
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Clonar e expressar o gene que codifica a a-amilase de B. licheniformis DSM13 na

levedura metilotrofica P. pastoris e analisar a proteina recombinante secretada.

3.2 - Objetivos especificos

e Clonar o gene da a-amilase no vetor pCR®2.1-TOPO

e Subclonar o gene da a-amilase no vetor de expresséo pPICO9.

e Obter clones recombinantes de P. pastoris GS115 capazes de expressar 0 produto
génico de interesse.

e Induzir a expressdo da proteina

e Analisar e caracterizar parcialmente o produto recombinante
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4 - Material e Métodos

4.1 - Fluxograma das atividades desenvolvidas

Os quadros abaixo ilustram as principais atividades realizadas no presente trabalho

Isolamento do gene da a- subclonagem do gene no Confirmagé&o da construcédo do vetor
amilase no vetor pGEM-Tamy —1 vetor pCR®2.1-TOPO® = de clonagem TOPO-amy por analise
de restricdo e PCR
Digestdo dos vetores TOPO-amy e Construcdo do vetor de
pPIC9 com EcoRI e Notl | expressdo pPIC-amy
Subc!onagem do gene da Transformacéo de E. coli
a-amilase no vetor de —| DH10B por eletroporacio
expressdo pPIC9
Transformagc&o da levedura Quantificacdo e Linearizagdo Confirmag&o da construgéo do
Pichia paStoriS GS115 por do vetor de expressé_o | cassete de expreSSéo pPIC_amy por
eletroporagéo PCR e analise de restricdo
Integracdo do cassete de expresséo Selecédo dos clones produtores em
no genoma da levedura meio solido

ﬂ

Producgéo de a-amilase de Bacillus
licheniformis em meio liquido

I

Dosagem da atividade
enzimatica dos clones
produtores da a-amilase

— pH e temperatura 6tima
Analise da enzima em gel SDS-

PAGE corado com Comassie |—| Caracterizacdo enzimatica |

blue

Estabilidade e parametros

cinéticos
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4.2 - Linhagens de micro-organismos utilizados

- E. coli DH10B™ genétipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG. Esta linhagem
possibilitou que o DNA exogeno presente nos vetores de clonagem e expressdo fosse
manipulado e multiplicado através da transformag&o e clonagem dessas bactérias.

- E. coli TOP10™ gendtipo: F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. Esta
linhagem foi utilizada para transformacdo quimiocompetente do vetor de clonagem TOPO-
amy, que contém o gene correspondente a a-amilase de B. licheniformis.

- P. pastoris GS115 (Invitrogen®), gendtipo: his4 (delecdo do gene que sintetiza a
quarta enzima que participa da sintese de histidina) e fen6tipo Mut® e His™ (Incapacidade de
produzir histidina). Esta linhagem possui uma mutacdo no gene da histidinol desidrogenase
(his4), o que a impede de sintetizar o aminoacido histidina, permitindo assim fazer a selegdo
de transformantes por complementacdo auxotréfica em meio minimo sem histidina. Esta

linhagem foi utilizada para expressdo da enzima recombinante o-amilase.

4.3 - Meios de cultivo utilizados

Os meios de cultivo usados para o crescimento bacteriano de Escherichia coli

foram:
- Luria Bertani (LB)
-S.0BeS.0.C

Para manipulacdo da levedura P. pastoris foram utilizados os meios de cultivos YPD,
MD, BMGY e BMMY.

A composicdo de cada meio de cultivo e as solugdes estoques para 0 preparo dos
mesmos estdo apresentadas no APENDICE A na péagina 66.

4.4 - Estratégias de clonagem

4.4.1 - Obtencao do gene da a-amilase de Bacillus licheniformis DSM13.

O DNA genbémico de B. licheniformis correspondente a linhagem DSM13 foi cedido

pelo Instituto de Genética da Universidade de Bayreuth, Alemanha. O gene correspondente a
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a-amilase foi amplificado pela técnica de PCR e clonado em vetor pGEM-T easy por Oliveira
(2009).

4.4.2 - Isolamento do gene da a-amilase no vetor pPGEM-Tamy

O gene da a-amilase presente no vetor PGEM-T easy foi amplificado pela técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se a enzima Taq DNA Polimerase High-
Fidelity (Invitrogen™) e os iniciadores Ramy e Famy previamente sintetizados (Tabela 1).
Foram inseridos nas extremidades dos oligonucleotideos Ramy e Famy as sequencias de corte
correspondentes as enzimas de restricdo Not | e Eco RI respectivamente, para a realizagao de
uma clonagem direcional do gene ao vetor de expressao.

A reacdo de amplificacdo foi elaborada em um volume total de 25 pL em
termociclador  Veriti  Thermal cycler (Applied Biosystems). Foram utilizados
aproximadamente 20 ng de DNA, 1 U (unidade) de Tag DNA polimerase High-Fidelity
(Invitrogen™), tampédo da enzima Taq 1X; 0,25 mM de uma mistura de dNTPs (2’-
desoxinucleotideos 5’-trifosfatos), 1 mM de MgCl,, 5 pmol de cada iniciador e agua
deionizada esterilizada que completasse o volume de 25 pL.

O programa utilizado para amplificacdo consistiu de um ciclo de desnaturacdo inicial a
94°C/2 minutos; seguidos de 35 ciclos (ciclo = 94°C/35 segundos; 60°C/40 segundos;
58°C/1,5 minutos); e um ciclo de extenséo final a 58°C/5 minutos.

O amplicon foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com

brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentagé&o.

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores Ramy e Famy

Iniciadores Sequéncia Sitio de restricdo

Ramy 5’CGGCGGCCGCCTATCTTTGAACATAAATTGAAACS’ Notl

Famy 5’CGGAATTCAATCTTAAAGGGACGCTGATG3? EcoRI
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4.4.3 - Clonagem do gene no vetor pCR®2.1-TOPO®

O vetor pCR®2.1-TOPO (Figura 9) apresenta um tamanho de 3931 pares de bases,

genes que conferem resisténcia aos antibioticos ampicilina e kanamicina, origem de
replicacdo funcional em E. coli, um gene lacZoa (e seu promotor) para a enzima [3-

galactosidase, e uma regido de origem de replicacdo para vetores tipo pUC.

pCR*2.1-TOPO®

3.9 kb

Figura 9. Vetor de clonagem pCR®2.1-TOPO utilizado para clonagem do gene da a-amilase de B.
licheniformis (Invitrogem, 2006).

O produto da PCR (gene da a-amilase) foi clonado no vetor pCR®2.1-TOPO®

conforme as recomendacdes do fabricante (invitrogen). Esse tipo de clonagem se diferencia
da clonagem padrdo por utilizar a enzima Topoisomerase | do virus Vaccinia ao invés da
enzima ligase do fago T4.

A topoisomerase | se liga ao DNA duplex do vetor circular em um sitio especifico e
cliva a liga¢ao fosfodiéster apds a regido 5’- CCCTT em uma unica fita (Shuman, 1991). A
energia da quebra dessa ligagdo é conservada por meio de uma ligagdo covalente entre o
fosfato 3’ da fita clivada e o residuo Tyrosil (Tyr-274) da topoisomerase | (Figura 10). A
ligagéo fosfo-tyrosil entre 0 DNA e a enzima pode eventualmente ser atacada pela hidroxila

5’ da fita original do vetor de clonagem (Shuman, 1994).
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Topoisomerase
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Figura 10. Esquema do processo de acdo da enzima topoisomerase | (Invitrogem, 2006).

Ao final da PCR a enzima Tagq polimerase adiciona uma Unica desoxiadenosina nas
extremidades 3’ do amplicon, possibilitando assim a ligacdo do inserto ao vetor TOPO pela
acao da enzima topoisomerase |.

Ap0s a construcdo do vetor de clonagem TOPO-amy (gene a-amilase + vetor TOPO),
realizou-se a transformacgdo quimica das células da linhagem TOP10™ conforme descrito
abaixo:

- Foram adicionados (sem ressuspender) 2 uL do sistema de ligacdo no tubo contendo as
celulas quimiocompetentes.

- O tubo foi incubado por 20 minutos no gelo

- Em seguida as células foram incubadas por 30 segundos a 42°C

- Imediatamente transferiu-se o tubo para o gelo

- Adicionou-se ao tubo 250 pL de meio S.O.C fornecido pelo fabricante (Invitrogen)

- As células foram incubadas durante 1 hora a 37°C sob agitagdo (200 rpm)

- O sistema de transformacdo foi semeado nos volumes de 10 e 25 pL em meio LB soélido
contendo 100pug/mL do antibiético ampicilina (Incubadas a 37°C overnight).

- Quinze colonias foram selecionadas aleatoriamente e repicadas para o meio LB liquido
contendo 100pg/mL de ampicilina.

- Apos 16 horas de crescimento, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial com o kit:
“llustra plasmidPrep Mini Spin Kit” de acordo com as instru¢des do fabricante (GE

Healthcare).
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4.4.4 - Confirmacdo da construcao do vetor de clonagem TOPO-amy por analise
de restricéo e PCR

Apos a etapa de extragdo do DNA plasmidial, foi realizada uma corrida eletroforética
em gel de agarose 0,8% em tampdo TBE 1X (Tris 40mM, acido bdrico40 mM e EDTA 0,5M)
para a confirmacao do produto de extracao.

Para a confirmagao da presenga do gene da a-amilase no vetor TOPO, foi realizado
uma digestdo analitica com as endonucleases de restricdo Eco RI e Not | conforme descrito na
tabela 2. A confirmacéo da liberacdo da seqiiéncia codificadora da a-amilase foi visualizada
por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) e

visualizado em luz ultravioleta.

Tabela 2. Sistema utilizado para digerir o vetor TOPO-amy com as enzimas Not | e Eco RI.

Reagentes Volume (nL)

H0 10,35
Tampéo 10X 1,5
BSA 0,15
EcoRI (20 U/pg) 0,5

NotI (10 U/ug) 0,5
vetor Topo-amy 2

Total 15

A analise por PCR também foi realizada com o intuito de se confirmar a construcédo do
vetor de clonagem TOPO-amy. As condi¢des da PCR foram as seguintes: tampdao da enzima
10X, 1 mM MgCl;, 25 mM de dNTP , 5 ng/pL de cada primer, 1 U de Tag DNA polymerase
(Invitrogen), aproximadamente 20 ng de DNA e agua deionizada esterilizada completando
para um volume final de 25pL. As reacOes foram conduzidas em termociclador Veriti
Thermal cycler (Applied Biosystems), e 0 programa para as amplificagdes constituiu-se de um
ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C/2 minutos; seguido de 35 ciclos (94°C/35 s, 60°C/40 s,
58°C/90 s); e um ciclo de extensédo final a 58°C/5 minutos. Os produtos da amplificacdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL

e visualizados sob luz ultravioleta (UV).
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4.5 - Construcéo do vetor de expressao pPIC-amy

4.5.1 - Vetor de expressao pPIC9

O vetor utilizado para expressar a a-amilase na levedura metilotréfica Pichia pastoris,
foi o vetor de expressdao pPIC9 (Invitrogen™) (Figura 11). Este vetor possui 8023 pb, a
sequéncia codificadora do fator-o. da levedura Saccharomyces cerevisiae que € responsavel
pela secrecdo da proteina heterdloga, um gene de resisténcia ao antibiotico ampicilina, uma
marca de selecdo auxotrofica para as leveduras com genotipo his4 e origem de replicacdo para
a bactéria E. coli. O vetor pPIC9 ainda possui as regides HIS4 e AOX1 homologa ao genoma
da hospedeira que é responsavel pela integracdo do cassete de expressdo em seu genoma.
Também estd presente uma regido de mdaltiplos sitios de clonagem, e o forte promotor
induzivel e regulavel por metanol, derivado do gene da proteina alcool oxidase 1 (AOX1) de

Pichia pastoris usado para transcrever genes heterélogos.

Figura 11. Vetor de expressdo pPIC9 (Invitrogen™) que foi utilizado para expressar e
secretar a a-amilase em Pichia pastoris (Invitrogem, 2006).

4.5.2 - Digestdo dos vetores TOPO-amy e pPIC9

Para a construgdo do vetor de expressdo da a-amilase, fez-se necessario retirar o
inserto do vetor TOPO-amy e inseri-lo no vetor pPIC9. A primeira etapa consistiu de uma
dupla digestdo enzimatica em ambos 0s vetores com as mesmas endonucleases de restrigéo,
para que a ligacdo do inserto ao vetor de expressdo ocorresse em fase de leitura correta. Os

vetores TOPO-amy e pPIC9 foram digeridos com as enzimas de restricdo Eco RI e Not |



25

(New England Biolabs). O sistema de digestdo foi incubado em estufa a 37 °C durante 2
horas, sendo utilizado 1 U/ug de cada enzima (Eco Rl e Not I) e aproximadamente 100ng de
DNA. Procedeu-se uma andlise qualitativa dos produtos das digestdes por eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio (0,5 xg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta
(UV).

A segunda etapa consistiu do processo de purificacdo em gel de agarose do inserto
liberado e do vetor pPIC9 linearizado. O procedimento de purificacdo foi realizado utilizando
0 kit comercial “lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification” seguindo as
recomendacdes do fabricante (GE Healthcare). Este processo foi necessario para a realizacdo

da subclonagem do gene da a-amilase no vetor de expressdo pPIC9.

4.5.3 - Subclonagem do gene da a-amilase no vetor de expressdo pPIC9

A subclonagem consistiu da ligacdo do gene purificado ao vetor de expressao pPIC9
linear. A DNA ligase do fago T4 foi a enzima responsavel por ligar o gene ao vetor de

expressao. O sistema de ligacao foi realizado de acordo com o sistema descrito na tabela 3.

Tabela 3. Sistema de ligacdo do gene ao vetor de expresséo pPIC9.

Reagentes Volume (pL)
H20 0,5
Tampao da ligase 10X 1,5
Inserto (260 ng/uL) 4,5
Vetor (500 ng/uL) 7,5
Ligase (400 U/ug) 1
Total 15

Segundo as especificagdes do fabricante da enzima T4 DNA ligase (New England
Biolabs), a reacédo foi incubada por 18 horas a 16 °C.

Apos a reacdo de ligacdo do inserto ao vetor de expressdo pPIC9, foi realizado o
processo de precipitacdo com o objetivo de concentrar o sistema de ligacéo e retirar o tampéo
da reacdo para que a transformacdo da hospedeira ocorre-se com sucesso. Para a precipitacdo
utilizou-se o sistema de liga¢do; 1/10 V de acetato de aménia 7,5M e 2,5 V de etanol 100%
gelado. A mistura foi incubada por 4 horas e ap6s procedeu-se a centrifugacdo a 12.000 rpm
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por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol
70% gelado. A ultima etapa da precipitacdo foi o descarte do sobrenadante e a secagem do
pellet em temperatura ambiente. O pellet seco foi redissolvido em 10 pL de agua deionizada

estéril e estocado a 4 °C.
4.6 - Transformacéo de E. coli DH10B por eletroporacéo

4.6.1 - Preparo de células E. coli eletrocompetentes

Bactérias E. coli (linhagem DH10B) foram preparadas para se tornar
eletrocompetentes e receber os plasmideos resultantes da ligacdo (pPIC-amy). Uma Unica
coldnia de E. coli DH10B foi inoculada em 20 mL de meio LB e incubada em shaker a 37°C
overnight. Em seguida, 1 mL dessa cultura foi inoculado em 300 mL de meio LB liquido (sem
a presenca de antibioticos) e levado ao shaker a temperatura de 37°C até atingir a O.Dgoo =
0,7. O frasco contendo a cultura com a O.D desejada foi resfriado em gelo por 1 hora e seu
volume foi distribuido em tubos de 50 mL. A seguir iniciou-se as etapas de centrifugacao a
4000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante da centrifugacéo foi descartado e
em seguida ressuspenso gentilmente com 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. As etapas
de centrifugacdo e lavagens dos pellets foram repetidas sete vezes. Na Ultima lavagem, o
pellet foi ressuspenso em 1 mL de glicerol 10% gelado, aliquotado em volume de 80 uL,
congelados imediatamente e estocados em freezer — 80°C, tornando assim as células

eletrocompetentes.

4.6.2 - Transformacéo das células DH10B eletrocompetentes

A transformacdo foi realizada com a adicdo de 1 pL (~50ng) do plasmideo
recombinante em 80 pL de células eletrocompetentes em cubeta de eletroporacéo previamente
resfriada. Apds 5 minutos no gelo as células foram submetidas a pulso elétrico de 1,9kV (200
Q) em eletroporador (Mod. Eletroporator 2510 Eppendorf) com o objetivo de permitir a
entrada do vetor recombinante na bactéria. Posteriormente as células foram inoculadas em 1
mL de meio SOC e o conteddo foi transferido para um microtubo de 1,5 mL. Esse microtubo
foi incubado a 37° sob agitagdo (150 rpm) por 1 hora.

Em seguida a suspensédo bacteriana foi semeada nos volumes de 25, 50, 100 e 150 pL
em 4 placas contendo meio LB solido e 200 pg/mL de ampicilina. As placas por sua vez,
foram incubadas a 37°C durante 16 horas. Devido a presenca do antibidtico ampicilina, foi

possivel fazer a selecdo das bactérias transformadas.



27

Ap0s o crescimento dos transformantes, foram coletadas 13 col6nias aleatoriamente.
Em seguida, estas colonias foram inoculadas em meio LB liquido contendo 100 pg/mL de
ampicilina para a extracdo do DNA plasmidial recombinante. Apés 16 horas de crescimento,
foi realizado a Mini-prep com o kit: “Tlustra plasmidPrep Mini Spin Kit” de acordo com as

instrugdes do fabricante (GE Healthcare).
4.7 - Confirmacéo da construcéo do cassete de expressdo pPIC-amy

4.7.1 - PCR para verificacédo da presenca do inserto no vetor de expressao

Na reacdo de PCR, utilizou-se o DNA plasmidial extraido das 13 colbnias. Os
iniciadores 5°AOX1 (5> GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3°) e 3° AOX1 (5
CAAATGGCATTCTGACATCC 3°) foram previamente sintetizados possuindo sequéncias
especificas que anelam no vetor de expressdo pPIC9. Isto permite amplificar somente a regido
em que gene de interesse (a-amilase) se localiza. As reagOes foram elaboradas em
termociclador Veriti Thermal cycler (Applied Biosystems), e o0 programa para as
amplificacdes constituiu-se de um ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C/2 minutos; seguido de
35 ciclos (94°C/35 s, 62°C/40 s, 72°C/90 s); e um ciclo de extensdo final a 72°C/5 minutos.
Procedeu-se uma eletroforese em gel de agarose 1%, para analise da presenca do produto da

PCR correspondente ao gene de interesse.

4.7.2 - Andlise de restricdo

A andlise de restricdo também foi utilizada para a confirmacdo da construcdo do
plasmideo recombinante pPIC-amy. O vetor foi submetido a uma dupla digestdo com as
enzimas de restricdo Eco Rl e Not I. A andlise da digestdo e confirmacdo da correta
construcdo do vetor recombinante pPIC-amy foi feita por eletroforese em gel de agarose 1%,

corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado sob luz UV.

4.8 - Quantificacao e linearizacao do vetor de expressao pPIC-amy

Os plasmideos recombinantes (pPIC-amy) extraidos das amostras 3, 12 e 13 foram
quantificados em espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) para serem utilizados
no processo de transformacéo da hospedeira P. pastoris.

Ap0s a quantificacdo do DNA, foi realizada a linearizagdo dos vetores dessas amostras
utilizando a endonuclease de restricdo Bgl 1l (New England Biolabs). Na reacdo de

linearizacdo foi utilizado o tampdo da enzima NEB3 10X (New England Biolabs), 2U
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(Unidades) da enzima Bglll, aproximadamente 7 ug de DNA e agua deionizada estéril para o
volume final de 35 uL. A reacgdo foi incubada a 37°C por 3 horas e apés visualizada em gel de
agarose 1%.

Ap0s o processo de linearizagdo dos vetores, 0s mesmos foram precipitados com 1/10
V de acetato de amonia 7,5M e 2,5 V de etanol 100% gelado para concentrar o sistema de
expressao e retirar o tampdo da reacgdo para que a transformacao da hospedeira ocorresse com

sucesso.
4.9 - Transformacéao da levedura P. pastoris GS115 por eletroporagdo

4.9.1 - Preparo de células (leveduras) eletrocompetentes

As leveduras P. pastoris da linhagem GS115 foram inoculadas em frascos erlenmeyer
contendo 10 mL do meio YPD liquido. As condi¢des de cultivo foram a 30°C por 24 horas.
Cerca de 150 pL deste pre-indculo foi adicionado a 500 mL de meio YPD. A cultura foi
incubada a 30°C sob agitacdo de 200 rpm até atingir uma densidade oOptica (D.Oggo) de 1,5. As
células foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos na temperatura de 4°C e resuspensas
em 25 mL de sorbitol 1M gelado. As etapas de lavagem com sorbitol foram repetidas por
mais cinco vezes. Na ultima lavagem o pellet foi ressuspenso em somente 1 mL de sorbitol
1M gelado. As leveduras eletrocompetentes foram aliquotadas no volume de 80 puL em

microtubos estéreis sendo imediatamente estocadas na temperatura de -80°C.

4.9.2 - Eletroporacéo da hospedeira P. pastoris GS115

No processo de transformacdo da hospedeira para a integracdo do cassete de expressdo
ao seu genoma, foram utilizadas 80 pL de células eletrocompetentes homogeneizadas com
aproximadamente 5 ug do DNA linearizado em 10 uL do tampéo TE (Tris-HCI 10 mM;
EDTA 1 mM; pH 8,0). As celulas eletrocompetentes e 0 DNA plasmidial foram submetidos
as seguintes condi¢des: 1500 V, 200 Q, utilizando o equipamento Eletroporator 2510
(Eppendorf). Foi adicionado imediatamente as células eletroporadas 1 mL de sorbitol 1 M
gelado, e o conteudo foi transferido para um microtubo. Volumes de 50, 100, e 150 pL do
sistema de transformacdo foram semeadas diretamente em placas do tipo Petri contendo o
meio minimo MD, e incubadas em repouso a 30°C durante trés dias. Os clones recombinantes

foram selecionados no meio de cultivo minimo MD, que ndo apresenta em sua composi¢ao o
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aminoacido histidina, utilizado como marca de sele¢do auxotrofica para o crescimento das

coldnias recombinantes.

4.9.3 - Integracao do cassete de expressdo no genoma da levedura

A recombinacdo homologa para integracdo do cassete de expressdo no genoma da
hospedeira pode ocorrer no locus his4 ou no locus AOX1. Quando a recombinagdo ocorre no
locus AOX1 por um duplo crossing-over entre regides do vetor e do genoma, a regido
codificadora aox1 é removida resultando em uma levedura com fenétipo Mut® (Methanol
utilization slow), que cresce lentamente em meio com metanol devido a perda do gene da
enzima alcool oxidase 1 que é mais ativa. Quando a recombinacdo homdloga ocorre por um
crossing-over simples levando a insercdo génica no locus his4 ou no locus AOX1, o fen6tipo
resultante da levedura é Mut® (Methanol utilization plus), que metaboliza o metanol

eficientemente.

4.10 - Seleciio dos clones produtores da a-amilase de B. licheniformis em meio solido

Os clones recombinantes de P. pastoris selecionados no meio de cultivo minimo MD
foram induzidos por metanol a expressar e secretar a enzima a-amilase. A primeira etapa
consistiu na transferéncia de 96 clones que cresceram no meio MD para 0 meio de cultura
BMG-Y. Esses clones foram incubados por 3 dias a 30 °C para 0 aumento do crescimento
celular devido a presenca de glicerol e nutrientes ricos presentes no meio de cultivo. Apds
essa etapa os clones recombinantes foram transferidos para 0 meio de cultivo indutor BMM-Y
gue contém em sua composicao 1% de amido e 0,5% de metanol. Estes, foram incubados por
mais 3 dias a 30 °C. Os clones presentes no meio BMM-Y foram distribuidos em Grids
numerados nas placas de Petri, facilitando assim a visualizacéo e selecdo dos produtores da
enzima recombinante.

A cada 24 horas foi adicionado metanol na concentracdo de 0,5% nas tampas das
placas contendo os clones a fim de induzir a expressdo da a-amilase pelo sistema de
expressao da levedura metilotréfica P. pastoris.

Foi utilizada a coloracdo de vapor de iodo, método descrito por Astolfi Filho et al.,
(1986) para visualizar halos translucidos ao redor das colbnias que tiveram a enzima de
interesse expressa. Como o vapor de iodo possui alta toxicidade para as células, os clones
recombinantes foram repicados em replica plate em meio MD para estoque antes de proceder

a coloracdo via vapor de iodo.
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Também foram feitas as medidas do didmetro dos halos e da coldnia dos clones
produtores de a-amilase. Essa medida foi realizada com o auxilio de um paquimetro para a
realizacdo do indice de amilolise (la), que é dado pela formula la = (dh?/dc?), onde dh =

diametro do halo e dc = diametro da colonia.
4.11 - Produgao de a-amilase de B. licheniformis em meio liquido

4.11.1- Cinética de inducéo enzimatica

A inducdo da expressdo enzimética proporcionou a formacao do extrato enziméatico no
meio liqguido BMM-Y que foi coletado nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 120 horas, permitindo
assim analises da atividade enzimaética e a construcdo de uma curva de crescimento das

células de Pichia pastoris recombinantes.

4.11.2 - Inducio da producio da a-amilase em meio liquido

Nove clones que foram selecionados anteriormente em meio MD por apresentarem
atividade enzimética devido a formacgdo de halos translicidos ao redor da col6nia, foram
repicados em 30 mL de meio BMG-Y e incubados a 30°C sob agitagéo de 200 rpm/min por
aproximadamente 16 horas até atingir uma densidade optica (D.Oggo) igual a 6. Também foi
inoculado em meio liquido um clone da linhagem GS115 que ndo produz a enzima
recombinante, servindo assim como controle negativo da producdo enzimatica. Em seguida 0s
clones que atingiram a O.D desejada foram centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
pellet formado foi ressuspendido em 200 mL do meio indutor BMM-Y em frascos de 1 L. A
inducdo da expressao enzimatica se iniciou com a adicdo de metanol 0,5% a cultura a cada 24
horas.

O tempo de producéo da enzima teve duragdo de 120 horas. Aliquotas de 1 mL foram
retiradas em triplicata nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 120 horas e armazenadas em microtubos
de 1,5 mL. Todas as aliquotas retiradas foram centrifugadas a 12000 rpm a 4°C e 0s
sobrenadantes foram recuperados e estocados a -20°C. O primeiro lote da triplicata dos
sobrenadantes serviu para a realizacdo dos ensaios enzimaticos, o segundo foi utilizado para a
confeccdo do gel SDS-PAGE para confirmacédo da expressdo da proteina, e o terceiro lote dos
sobrenadantes foi lido em espectrofotdmetro no comprimento de onda 600 mm para a
construcdo da curva de crescimento dos clones induzidos. O crescimento celular obtido foi

convertido para g/L utilizando a formula (g/L)=0,22 x D.O. 600 nm (Nakano et al., 2006).
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4.12 - Andlise da proteina recombinante em gel SDS-PAGE corado pelo método
Coomassie Blue G250

A analise da proteina recombinante secretada pela levedura P. pastoris foi feita por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme descrito por
Sambrook et al., (1989). Os sobrenadantes dos nove clones obtidos durante a cinética de
indugéo foram precipitados em acetona e TCA (10%). O precipitado foi ressuspendido em 30
uL de tamp&o de amostra de eletroforese 1X para SDS-PAGE (200 mM Tris-Hcl pH 6,8;
0,1% azul de bromofenol p/v; 4% SDS v/v; B-mercaptoetanol 4%; 20% glicerol v/v). Em
seguida as amostras foram fervidas em banho maria por 5,0 minutos, e incubadas
imediatamente em gelo até aplicacéo no gel.

Foram preparados dois geis de poiliacrilamida para a corrida eletroforética, sendo o
gel separador na concentracdo de 12% e o gel concentrador 5%. A eletroforese foi realizada
em sistema Hoefer-Se 600 Ruby (Amersham Biosciences) em tampdo de corrida Tris-glicina
1X pH 8,3 por 8 horas em voltagem de 250V. Foi utilizado como marcador de massa
molecular o marcador PageRuler™ Unstained-Protein ladder (Fermentas Life Sciences) que
mede uma faixa de 10 a 200 kDa (Kilo Daltons).

Apbs a corrida as amostras foram coradas com a solucdo de Azul Brilhante de
Coomassie G250. Essa coloracdo consiste de 0,1% de Coomassie G250 p/v, acido fosférico
2% vlv, sulfato de amonio 10% p/v e metanol 20% v/v. Inicialmente o gel foi incubado por 30
minutos na solucgéo fixadora (Acido acético 10%; metanol 40%; H,O mili-Q) seguido de uma
incubacdo over-night em uma solucdo de Coomassie coloidal para a deteccao das proteinas. A
ultima etapa foi a descoloracdo do gel em agua destilada. A imagem do gel corado foi

capturada via scanner.
4.13 - Dosagem da atividade enzimatica dos clones produtores da a-amilase

4.13.1 - Ensaio enzimatico para quantificagdo da atividade dextrinizante pelo
método de FUWA

O método utilizado para quantificagdo das dextrinas liberadas pela acéo catalitica da
enzima a- amilase sobre a molécula do amido foi de acordo com Fuwa (1954). A dosagem da
atividade enzimatica foi feita com os nove clones que foram selecionados para a indugéo da
enzima. Os 9 clones selecionados foram denominados de A5; A7; B8; B20; C13; C22; D10;
D14 e D17.
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Para calcular os valores da atividade enziméatica dos clones fez-se necessério a
construcdo de uma curva padrdo de amido. A construcdo da curva foi realizada pelas
variacdes de concentracdo de amido variando de 0,025 a 1%. A leitura das absorbancias em
espectrofotdbmetro das diferentes concentracGes de amido gerou uma equacédo da reta que foi
utilizada para fazer os célculos da atividade enzimaética.

Para 0 ensaio enzimatico, o reagente FUWA foi confeccionado utilizando lodeto de
Potassio 10%, lodo 1% e agua destilada, nas propor¢des de 1V/1V/3V respectivamente.
Inicialmente adicionou-se 140 pL de solugdo de amido 1% diluida em tampao acetato de
sodio 50mM pH 5,9. Em seguida foi adicionado 60 pL do extrato enzimatico diluido 50X e
incubado a 90 °C por 20 minutos. A reagdo foi interrompida com a adicdo de 200 pL de acido
acético 1M, seguido da adig¢do de 200 pL do reagente FUWA e 9,4 mL de agua para a leitura
das absorbancias em espectrofotometro a 660 nm.

Uma unidade de atividade dextrinizante foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para hidrolisar 0,1 mg de amido por minuto.

4.14 - Caracterizacao enzimatica
4.14.1 - Determinacéo do pH 6timo

A metodologia utilizada para a avaliacdo da atividade enzimatica em diferentes
pHs foi realizada também pelo método dextrinizante de FUWA. Foram escolhidos os extratos
enzimaticos dos clones A5, B8 e D14 para a determinagdo do pH Otimo da enzima
recombinante.

Para determinacdo do pH otimo da a-amilase produzida por P. pastoris, foi
confeccionado uma solugdo misturando os reagentes:
- Glicina 50 mM
- Acido acético 50 mM
- Fosfato de sddio dibasico 50 mM

Esta solugdo atinge uma faixa de pH que varia de 2,0 a 12,0. O ajuste do pH foi
realizado em intervalos de 1,0. Para pH éacido, a solucdo foi calibrada utilizando &cido

cloridrico 50% e para pH alcalino a solucéo foi calibrada com NaOH 1M.

4.14.2 - Determinacéo da temperatura otima

Os extratos enzimaticos dos clones A5, B8 e D14 foram incubados no pH étimo

estabelecido para enzima e nas temperaturas de 40 a 100°C seguindo intervalos de 10°C entre
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si. A determinagdo da temperatura 6tima também foi realizada nas condi¢cdes do método
dextrinizante (Fuwa, 1954).

4.14.3 - Determinacao da estabilidade térmica utilizando o fon Ca**

Para avaliar a estabilidade térmica da enzima recombinante em relacdo a temperatura,
0 extrato enzimatico dos 3 clones (A5; B8; D14) foram pré-incubados por 60 minutos nas
temperaturas de 60, 70 e 80°C no pH étimo da enzima. A cada 15 minutos foram coletados
uma aliquota do extrato para proceder a dosagem da atividade enzimatica utilizando o método
dextrinizante. Foram acrescidos na reacdo Cloreto de Célcio (CaCl,) na concentracdo de 5
mM conforme descrito por Hmidet et al., 2008.

4.14.4 - Estabilidade em relacdo ao tempo de estocagem da enzima

A enzima recombinante produzida foi estocada por um periodo de 60 dias na
temperatura de 4°C. A atividade enzimatica foi avaliada a cada 10 dias durante este periodo de
incubacdo. O intuito foi determinar se a enzima manteve sua agdo catalitica quando estocada
em geladeiras nessa temperatura. Os ensaios novamente seguiram o método dextrinizante de

Fuwa que quantifica as dextrinas liberadas pela acdo catalitica da enzima.

4.15 - Parametros cinéticos: Determinacgéo dos valores de Km e Vmax para a a-amilase
recombinante

Para a determinacdo dos pardmetros cinéticos aparentes do extrato enzimatico, o
mesmo foi incubado em diferentes concentracbes de amido. A concentracdo do substrato
variou de 5 a 90 mg/mL. O ensaio de atividade enzimatica foi realizado nas condicGes
padrdes de temperatura e pH. Os dados obtidos a partir dessa incubacdo em diferentes
concentracdes foram utilizados para construir um grafico com os valores reais de Km e Vmax

da enzima.
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5 - Resultados e Discussao

5.1 - Isolamento do gene da a-amilase no vetor pPGEM-Tamy e construgdo do vetor de
clonagem TOPO-amy

O isolamento do gene da a-amilase de B. licheniformis DSM13 que estava clonado no
vetor pGEM-T easy conforme realizado por Oliveira (2009), foi amplificado pela reacdo em
cadeia da polimerase. A amplificacdo do gene foi feita através dos pares de primers Ramy e
Famy utilizando a enzima High-Fidelity (Invitrogen™) que minimiza a possibilidade de erros
na sintese de fragmentos de DNA de interesse. Para a reacdo, foram utilizadas duas amostras

mais um controle negativo (Figura 12).

1500 pb
—_—)
1000 pb
—_—)

Figura 12. Perfil eletroforético da reacdo de amplificagdo do gene da a-amilase via PCR com
o0s primers Ramy e Famy. Amostras 1 e 2 — gene a-amilase amplificado. C- (controle negativo
da reagédo). M - Marcador de massa molecular de 1 Kb (Promega).

Conforme se observa no perfil eletroforético (Figura 12), os amplicons gerados nas
duas amostras foram de aproximadamente 1500 pares de bases, resultados consistentes com
0s apresentados por lvanova e colaboradores (1993), indicando que o gene da a-amilase de B.
licheniformis foi totalmente amplificado. Também observamos algumas bandas inespecificas
no gel que nédo corresponde ao gene. Estas bandas podem ser removidas na reacdo de PCR por

aumento da temperatura de anelamento dos iniciadores ou concentragdo de MgCl,,
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Na amplificacdo foram inseridos dois sitios de restricdo correspondentes as
endonucleases Eco RI e Not | nas extremidades 5’ e 3 respectivamente. Essa inser¢éo foi
essencial para realizar a clonagem direcional do gene de interesse no vetor de expressdo
pPIC9, etapa que ocorreu subsequente a clonagem do gene ao vetor pCR®2.1-TOPO®.

No final da reagdo da PCR a polimerase High-Fidelity adicionou na extremidade 3’OH
do DNA uma desoxiadenosina o que possibilitou a ligacdo do gene no vetor de clonagem
pCR®2.1-TOPO®. Essa ligagdo ocorreu pela acdo da enzima topoisomerase 1. O vetor TOPO-
amy construido foi inserido em E. coli linhagem TOP10™ para sua multiplica¢do. A selecdo

dos clones e a confirmacao da construcao do vetor foram realizadas em seguida.

5.2 - Andlise de restricdo e PCR do vetor construido TOPO-amy

As hospedeiras E. coli TOP10 foram transformadas por eletroporacdo com o vetor
TOPO-amy e foram obtidos diversos transformantes que cresceram em meio de cultivo LB
contendo 100 pg/mL do antibidtico ampilicina. Ap6s foram selecionados aleatoriamente 14
clones para a realizacdo da extragdo do DNA plasmidial.

A confirmagdo da sequéncia codificante da a-amilase no vetor TOPO via PCR pode
ser observada na figura 13. Das 14 amostras utilizadas na reagéo, observamos a amplificagdo
do gene em 10 clones. O tamanho esperado do amplicon também foi confirmado no perfil

eletroforético.

6 7 8 9 10 11 12 13 14

250 pb
——>

Figura 13. Analise dos produtos da PCR das amostras 1; 2; 3; 4; 6; 7; 8; 10; 13 e 14 que
foram amplificados no vetor TOPO-amy. M - Marcador de peso molecular de 1Kb
(Fermentas).
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Apb6s a reacdo da PCR, também foi realizada uma digestdo analitica para a
confirmacéo do inserto no vetor de clonagem. Foram utilizadas para a montagem do sistema
de digestdo as amostras 6, 7 e 13. Os plasmideos foram duplamente digeridos com as
endonucleases Eco RI e Not I, sendo também linearizado o vetor de expressdo pPIC9 com as

mesmas enzimas de restrigdo conforme mostrado na figura 14.

linearizado

)

gene liberado

Figura 14. Andlise do perfil de restricdo dos plasmideos recombinantes com as enzimas Eco
RI e Not | das amostras 6, 7 e 13 e vetor de expressdo pPIC9 linearizado. M — marcador de
massa molecular 1 Kb (Fermentas).

Podemos observar na figura 14 as flechas que indicam a liberacdo do inserto que
apresenta massa molecular de aproximadamente 1500 pares de bases conforme o esperado.
Também visualizamos o vetor linear TOPO com 3900 pb e a linearizacdo do vetor de
expressdo pPIC9 afim de se obter extremidades coesivas semelhantes para direcionar a
clonagem do gene neste vetor. As enzimas utilizadas no sistema foram escolhidas devido a
inser¢do de seus respectivos sitios nas extremidades 5’ e 3’ do gene por PCR conforme
descrito no item 5.1. Apos a confirmacao da construcdo do vetor TOPO-amy, foi realizado a

construgéo do vetor de expressdo pPIC-amy.
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5.3 - Construcéo do vetor de expressao

Para a expressdo do gene da a-amilase na levedura P. pastoris foi utilizado o vetor de
expressao pPIC9. Na montagem do vetor de expressdo os plasmideos (6, 7 e 13) e o vetor
pPIC9 foram novamente digeridos com as enzimas de restricdo EcoR | e Not I. Apos a
digestdo, o gene liberado e o vetor de expressdo linearizado foram purificados do gel de
agarose. Os produtos da digestdo purificados pelo kit da GE Helthcare foram visualizados

analiticamente em gel de agarose 0,8% conforme mostrado na figura 15.

Figura 15. Perfil eletroforético dos produtos génicos e do vetor de expressdao pPIC9
purificados. M — marcador de peso molecular 1 Kb (Fermentas).

O gene da a-amilase purificado foi subclonado ao vetor de expressao pela acdo da
enzima T4 DNA ligase. Na figura 16 observamos o perfil eletroforético do sistema de ligacdo.
A primeira coluna demonstra o sistema sem a presenca da enzima T4 ligase e na segunda
coluna é visualizado o sistema de ligacdo. Observa-se uma grande diferenca entre a altura da
banda do sistema que contém a enzima ligase e a coluna que ndo contém, indicando que o
resultado da ligacéo do gene ao vetor de expressdo ocorreu de forma eficiente.

A ligacéo direcional do fragmento ao vetor foi realizada apds a sequéncia promotora
do gene AOX1. Na figura 17 é demonstrado o mapa fisico do multiplo sitio de clonagem do
vetor pPIC9. No mapa podemos observar os sitios das enzimas de restricdo Eco RI e Not I,
local correspondente a ligacdo do gene ao vetor. Também visualizamos a sequéncia sinal do
fator alfa de S. cerevisiae responsével pelo enderecamento da proteina formada e a regido de

término de transcricdo (TT) do gene AOX1, que foram mantidas apds a subclonagem.
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9000 bp Sistema de ligagéo

3000 plp

1000 bp \
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a-amilase

250 bE

Figura 16. Perfil eletroforético da ligagdo do gene ao vetor de expressdao. Coluna 1 - sistema
sem enzima ligase. Coluna 2 - Sistema contendo a enzima T4 ligase ap6s a ligacdo. M -
Marcador de peso molecular 1 Kb (Fermentas).

a-Factor (948-1215)

ATG ACGA TTT CC CA ATT TTT ACT GC
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Al

ow

)

GTT TTA TTC GCA C

3 GTC AAC ACT ACA ACA CGAA CGAT
Val Leu Phe Ala A

CA TCC TCC GCA TTA GCT GCT C
1 Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp

a Ser Ser Ala Leu Ala Ala

" O

k)

~ -

GAAR ACCG CGCA CAA ATT CCG
G r Ala Gln Ile Pro

D e

:AA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG
:lu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly A

TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT ATA
Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe Ile

a-Factor Primer Site (1152-1172) Xho |

1

AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT CGCT CTC GAG AAA ACGA

Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Leu Glu Lys Arg
Snagi | At

CGAG GCT CGAA CGCT TAC CGTA [GAA TTC CCT TTCGCCTTAC

Glu Ala Glu Ala Tyr Val/Glu Phe Pro

ACATCGACTCT TCCTCACGTTC AACGTTCGGGCA CTTACCACGAA CACCGETCTT GCTACATTCT AATCAACAGE

3" AOX 1 Pnmer Site (1327-1347)
1
ATGTCAGARAT GCCATTTGCC TGAGAGATGC AGGCTTCATT TTTGATACTT TTTTATTTGT AACCTATATA

/I\OX1 mMRNA 3" end (1418)
GTATAGGATT TTTTTTGTCA

Figura 17. Mapa fisico do multiplo sitio de clonagem (MSC) do vetor de expressdo pPICO9.

Setas demonstram os sitios de restricdo para clonagem do gene de interesse.
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5.4 - Andlise da construgdo do cassete de expressdo pPIC-amy

O sistema de ligacdo foi precipitado e as hospedeiras da linhagem DH10B foram
transformadas por eletroporacdo. Apos a transformacdo, treze coldnias foram selecionadas
aleatoriamente do meio de cultivo contendo ampicilina. Procedeu-se entéo a extragcdo do DNA
plasmidial e a confirmacdo da construcdo do cassete de expressdo via PCR e anélise de
restricao.

Na reacdo da PCR foram utilizados os iniciadores AOX que possui sequencias
especificas de anelamento do multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9 possibilitando a
amplificacdo do gene de interesse. O resultado da PCR é observado na figura 18, onde 11
clones apresentaram a banda correspondente ao gene do presente estudo. O tamanho do
fragmento amplificado foi de aproximadamente 2000 pares de bases, tamanho plausivel com

0 local de anelamento dos primers no MSC do vetor.

8 9 10 11 12 13 C-

Figura 18. Perfil eletroforético do resultado da PCR dos clones recombinantes contendo o
cassete de expressdo. As amostras 5 e 6 ndo apresentaram o amplicon de tamanho esperado.
(C-) controle negativo da reagdo. M = Marcador de peso molecular 1 Kb (Fermentas).

Para maior confiabilidade do resultado da construcdo do plasmideo recombinante
pPIC-amy realizou-se a analise de restricdo com as endonucleases EcoRI e Notl. O resultado
dessa digestdo foi avaliado em gel de agarose que revelou o fragmento liberado
correspondente ao gene de estudo e o vetor de expressdo com o tamanho esperado de 8000
pares de bases, assim como representado na figura 19. Com esse resultado foi confirmada a

correta construcdo do cassete de expressao.
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Gene amy

Figura 19. Andlise de restricdo do cassete de expressdao pPIC-amy. Amostras 1 e 2
confirmando a correta construcdo do vetor com o tamanho das bandas esperadas. M -
Marcador de massa molecular 1Kb (Fermentas).

Os onze clones que apresentaram a banda de tamanho esperado tiveram seu DNA
plasmidial quantificado em espectrofotometro Nanodrop. Os clones 3, 12 e 13 foram
escolhidos para transformar a levedura Pichia pastoris. A quantidade de DNA determinada
foi de 224,8; 230,1 e 288,6 ng/uL respectivamente.

5.5 - Linearizacdo do Plasmideo de expressdo pPIC-amy e transformacéo da levedura

A figura 20 mostra a linearizacdo do vetor dos trés clones utilizados para transformar a
hospedeira. Na primeira coluna visualizamos o vetor circular, nas colunas 2, 3 e 4 observamos
duas bandas. A banda superior corresponde ao cassete de expressdo com extremidades AOX1
e a banda inferior corresponde ao fragmento de menor massa molecular, possuindo sequencias

de origem de replicacdo em E. coli, o gene de resisténcia a ampicilina dentre outras.

3000 pb ] «
=P Plasmideos de expressao

linearizados

1000 circular
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Figura 20. Perfil eletroforético dos produtos da digestdo com a enzima de restricdo Bgl Il. M-
Marcador de massa molecular 1 Kb (Fermentas).

A linearizacdo do vetor de expressdo permite que a integracdo ocorra de forma mais
eficiente no genoma da hospedeira. Esta linearizacdo pode ser realizada nos diferentes sitios
correspondentes as enzimas Sac I, Stu I, Sal I, Not I, e Bgl 1l (Invitrogen, 2002). O sitio de
restricdo escolhido foi correspondente & enzima Bgl Il. Essa enzima possui dois sitios de
clivagem que flanqueiam a regido promotora 5° AOX1 e a regido 3° AOX1 do vetor de
expressao. Nesta estratégia podem ocorrer integracdes de adicdo ou substituicdo génica por
eventos de simples ou duplo crossing-over entre as regides do vetor e do genoma. Isto resulta
na obtencdo de dois fenétipos da levedura P. pastoris (Mut™ ou Mut®).

Segundo Cregg e colaboradores (1993), a levedura metilotrofica P. pastoris linhagem
GS115 ndo apresenta em seu material genético vetores epissomais. Com isso, para que ocorra
a expressdo de genes exdgenos na levedura, é fundamental a integracdo do material genético
no seu genoma.

De acordo com Daly e Hearn (2005) a integracdo do cassete de expressao ocorre em
locus especificos no genoma da levedura o que gera transformantes geneticamente estaveis.
Essa integracdo pode ocorrer por insercdo ou substituicdo de genes por recombinagdo
homdloga.

A introducdo do cassete de expressdo no cromossoma da levedura pode ser alcangado
por diversas maneiras, incluindo a formacdo de esferoplastos, eletroporacdo e tratamentos
com cloreto de litio. No presente estudo a transformacdo da levedura foi feita por
eletroporacdo com aproximadamente 5 pg de DNA e os trasformantes que cresceram por
meio de selecdo auxotrofica sdo mostrados na figura 21.

Ao todo foram selecionados 96 clones transformantes (His") capazes de crescer em

meio minimo para realizar os testes quanto a produgdo da enzima recombinante.
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N

Figura 21. Fotografia mostrando os transformantes da levedura P. pastoris no meio de
cultivo MD apés eletroporacdo com o vetor de expressao.

5.6 - Sele¢do dos clones produtores da a-amilase de B. licheniformis em meio sélido

A selecdo dos clones produtores da enzima recombinante foi feita com os 96
transformantes previamente selecionados, sendo que destes, 80,2 % foram considerados
produtores. Os noventa e seis clones foram divididos em 4 placas e ap6s o periodo de inducédo
com metanol, foi feita a revelacdo dos halos com vapor de iodo. Na figura 22 observamos
uma placa de Petri contendo 20 clones que produziram halos ao redor da col6nia, 3 clones ndo

produtores e um controle positivo de a-amilase de B. subtilis.

Controle
positivo

|

Figura 22. Fotografia mostrando a revelacdo com vapor de iodo dos clones produtores da
enzima recombinante. Visualizacdo dos halos formados ap6s inducédo das leveduras.

De acordo com Astolfi Filho e colaboradores (1986), a a-amilase produzida tem a
capacidade de clivar o amido que ao ser corado com vapor de iodo revela a formagéo de halos
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translucidos ao redor das coldnias. As regifes circundantes dos clones que ndo produzem a
enzima coram-se de roxo.

A pequena diferenca no tamanho dos halos apresentados na figura 22 pode estar
relacionada com a variacdo do numero de cdpias do cassete de expressdo contendo o gene da
a-amilase integrado por adi¢cdo no cromossomo da levedura (Kato et al., 2001).

O indice de amilolise é o resultado da relagdo entre o didmetro do halo e o didametro da
colbnia. Foram escolhidos nove clones que apresentaram 0s maiores indices para a expressao
da enzima recombinante em meio liquido. Os indices de amilolise dos nove clones

selecionados estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4. indice de amilolise dos nove clones utilizados nos testes de cinética enzimatica e

producdo da enzima em meio liquido.

Indice de amilolise

Clone (dh?/dc?)
A5 10,75
A7 10,04
B8 12,67
B20 11,98
C13 10,79
C22 10,07
D10 10,36
D14 11,74
D17 11,81

Observamos que o maior indice apresentado foi correspondente ao clone B8, enquanto
qgue o menor la foi aferido do clone A7. Apos o calculo dos indices de amilolise, os nove
clones selecionados foram entdo utilizados na indugdo da enzima recombinante em meio

liquido.



44

5.7 - Producao de a-amilase em meio liquido e cinética de indugao

A inducdo da expressao da a-amilase teve a duracdo de 120 horas e nesse periodo foi
avaliado o crescimento celular de todos os clones. Os dados obtidos nesse experimento podem
ser observados na figura 23 onde é mostrado o aumento progressivo da atividade enzimatica
em relagdo ao tempo de inducédo dos nove clones.

Dosagem da atividade enzimatica

+— A5 A7 +— B8 B20 C13 —e—(C22 —=—DI10 D14 ——D17

350

300

250

200

150

Atividade (U/mL)

100

50

0 24 48 72 96 120

Tempo de Inducéo (horas)

Figura 23. Cinética de indugdo enzimatica com os nove clones produtores da enzima
recombinante.

A a-amilase recombinante de B. licheniformis secretada pelos clones, apresentou
maior atividade enzimatica ao final das 120 horas de inducdo, porém foi observada uma
variacao da atividade nos sobrenadantes dos clones testados. De acordo com os dados obtidos,
o clone B8 foi 0 que exibiu a maior atividade enzimatica entre 0os sobrenadantes testados
(345,4 U/mL), enquanto que o clone A7 obteve o menor valor de atividade enzimatica (248,9
U/mL).

Os resultados da atividade enzimatica dextrinizante obtido com o clone B8 (345,4
U/mL) sdo superiores aos demonstrados por autores que utilizaram outros micro-organismos

para a expressdo da enzima a-amilase, utilizando cultura em frascos com agitagéo.
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Zhange colaboradores (2001) expressaram a-amilase em Saccharomyces cerevisiae
utilizando o promotor SUC2. A atividade relativa méxima obtida em 35 horas de producéo foi
de 11,8 U/mL.

Outros trabalhos também contextualizam a menor atividade obtida em relacdo ao
presente estudo. Os autores Hmidet et al., (2008) clonaram, expressaram e purificaram a
enzima a-amilase de Bacillus licheniformis na hospederia E. coli, obtendo uma atividade
méaxima de 178,5 U/mg apds sua purificacdo.

A produgdo da enzima a-amilase tem sido relatada em diversos trabalhos. A enzima
pode ser expressa em diversos micro-organismos recombinantes ou ser produzida utilizando
diferentes estratégias. Nestes estudos observamos a andlise das atividades relativas e
especificas da enzima recombinante.

A atividade da a-amilase de Pyrococcus furiosus expressa em E. coli teve sua
atividade especifica relatada a 3,9 U mg™ a 98 °C (Dong et al., 1997). Shiina e colaboradores
(2007) relataram a expressdo da a-amilase de B. stearothermophilus em E. coli transformada
com o vetor pHI301A. Segundo esses autores a maior atividade enzimatica obtida foi de 8,2
U/mL em 13 horas de indugcdo. Os autores Shahhoseini e Ghaemi (2003) analisaram a
atividade da a-amilase de B. licheniformis transformando E. coli BL21 com o vetor de
expressao pMSH320. Apds 15 horas de inducéo foi descrito uma atividade especifica de 2,35
umol min™ mg™ de protefna no sobrenadante e 4,31 umol min™ mg™ de proteina na fragdo
intracelular.

A expressdo da a-amilase de organismos eucariotos também é descrita na literatura.
Choi e Park (2006) expressaram a a-amilase de glandulas salivares de ratos em Pichia
pastoris. A atividade da enzima ndo purificada, utilizando metanol como Unica fonte de
carbono chegou a 720 U/mL em 3 dias de inducéo.

A variacdo no perfil da atividade enzimatica obtida nos sobrenadantes dos clones do
presente estudo pode ser explicada por diversos fatores que estdo relacionados com a
producdo de proteinas pelo sistema de expressdo heterélogo, assim como pela simples
composi¢do do meio de cultivo, fisiologia e viabilidade genética das células. Dentre estes
também podemos citar a sequencia sinal que é responsavel pela secre¢do do produto expresso.
A sequencia sinal é de extrema importancia para o correto enderecamento da proteina
secretada e para o correto processamento da proteina madura sem que suas funcgdes biologicas
sejam alteradas (Paifer et al., 1994). Essa variacdo € semelhante as varia¢Ges observadas na
formacdo dos halos formados em meio solido e j& foi descrita em outros trabalhos com

expressao de amilases em P. pastoris (Uehara et al., 2000).
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5.7.1 - Relacdo entre densidade celular e a atividade enzimatica

A relacdo entre a densidade celular e a atividade enzimatica dos clones B8 e A7,
podem ser visualizadas nas figuras 24 e 25. Esses clones foram aqueles que apresentaram a
maior e menor atividade enzimatica, respectivamente, nos testes de indugdo em meio liquido.
A densidade celular medida em g/L do clone B8 foi de 1,55 g/L e a densidade do clone A7 foi
de 1,34 g/L. Podemos observar pelas curvas de crescimento das leveduras que a cultura
permaneceu em fase exponencial de crescimento celular.

A estratégia de inducdo foi realizada por metanol que além de induzir a expressao do
gene de interesse, também determina a taxa de crescimento especifico das leveduras sendo um
dos fatores mais importantes para maximizar a producdo da proteina recombinante, uma vez
que todas as reacBes bioguimicas para a formacdo de produtos sdo direta ou indiretamente
associada ao crescimento celular (Zhang, 2000).

As curvas correspondentes as atividades enziméticas dos clones B8 e A7 visualizadas
nas figuras 24 e 25 também mostram que ndo houve queda na acdo catalitica ao final da
inducdo no tempo de 120 horas. A influéncia de fatores como a liberacdo de proteases
enddgenas apds a morte celular das leveduras que poderiam atacar a enzima recombinante
comprometendo sua conformacéo proteica total ou simplesmente modificando o seu sitio de

acao catalitica pode ter sido infima, ndo comprometendo a taxa da atividade enzimatica.
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Figura 24. Grafico dos niveis de secrecdo da proteina recombinante relacionada com a
densidade celular do clone B8.
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Figura 25. Grafico dos niveis de secrecdo da proteina recombinante relacionada com a
densidade celular do clone A7.

Observamos também o comportamento de um aumento progressivo dos valores da
atividade nas primeiras 24 horas de inducdo. Esse tipo inclinagdo sugere que o inicio da

transcricdo no promotor AOX1 € altamente eficiente (Torres e Moraes, 2001).

5.8 - Andlise em gel SDS-PAGE da enzima secretada

As proteinas recombinantes secretadas pelos nove clones foram analisadas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE), onde foi possivel visualizar
duas bandas correspondentes & enzima a-amilase que estdo indicadas por duas setas (Figura
26). Observamos também o controle negativo da expressao representado pelo clone GS115. O
perfil de bandas dos clones analisados no presente trabalho teve variagbes quanto a massa
molecular. Esta variagdo foi de 65 a 74 kDa aproximadamente.

A massa molecular da enzima recombinante de B. licheniformis observada no presente
estudo difere de trabalhos reportados com a mesma enzima. Sibakov e Palva (1984) isolaram
e clonaram o gene da a-amilase de B. licheniformis linhagem ATCC 14580 no vetor do
bacteriofago A 1059. Segundo 0s autores, a enzima apresentou uma massa molecular de 58
kDa. Kim e colaboradores (1992), isolaram e clonaram o gene correspondente a mesma
enzima no vetor pBR322 e expressaram em E. coli. Eles reportaram a massa molecular da a-

amilase foi de 64 kDa. Hmidet e colaboradores (2008), também expressaram o gene que



48

codifica para enzima a-amilase de B. licheniformis linhagem NH1 na hospedeira E. coli
BL21. Eles reportaram a massa molecular de 58 kDa da enzima purificada. Na literatura
também encontramos citacfes de algumas linhagens de B. licheniformis que apresenta a
enzima a-amilase com massa molecular bastante distinto. Krishnan e Chandra (1983),
purificaram e caracterizaram a enzima o-amilase da linhagem CUMC305 e estimaram sua
massa molecular correspondente a 28 kDa.

No presente estudo, foram observadas bandas correspondentes a proteinas com
diferentes massas moleculares. A diferenca observada nas massas moleculares das bandas dos
clones analisados pode ser explicada pela glicosilagdo efetuada pela levedura durante o
amadurecimento proteico. A glicosilacdo é a modificacdo pds-traducional mais comum que
precede a secrecdo de proteinas e ocorre no limen do reticulo endoplasmatico. A levedura
Pichia pastoris é capaz de realizar ambos os tipos de glicosilacdo (O- e N-Linked) (Goochee
et al.,1991; Daly e Hearn, 2004).
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Figura 26. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE da enzima recombinante secretada pelos
nove clones. Clone GS115 controle negativo da expressdo. Setas indicam as bandas
correspondentes & enzima secretada. M — Marcador de massa molecular (10-200 kDa).
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Uma observacdo importante € com relacdo aos clones B8 e D17 (figura 26). Pela
analise do gel notamos que entre os clones analisados foram os que menos glicosilaram.
Porém nos testes de atividade enzimatica foram os clones que exibiram maiores atividades.
Esse resultado sugere que o processo de glicosilacdo de uma enzima de origem procaridtica
pode acarretar em reducdo da atividade enzimatica.

O resultado da cinética de expressdo da enzima secretada é mostrado na figura 27.
Podemos observar pela intensidade das bandas que a maxima expressao ocorre no tempo de
120 horas de inducdo, resultados consistentes aos demonstrados no item 5.7. Observamos
também que o controle negativo da expressao (clone GS115) apresenta algumas bandas que
corresponde a proteinas endogenas da levedura P. pastoris. Essas bandas ndo séo visualizadas

nos clones recombinantes, que passam a ter sua maquinaria genética voltada para expressao

da proteina heterologa.
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Figura 27. Cinética de expressdo do clone B8 nos diferentes tempos de inducéo (24, 48, 72,
96 e 120 horas). C-: Controle negativo da expressdo. M — Marcador de massa molecular.
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5.9 — Caracterizagdo enzimatica

5.9.1 — Determinacdo do pH 6timo da acéo catalitica

A enzima recombinante secretada pelos clones A5, B8 e D14 foi avaliada em
diferentes pHs a fim de determinar o pH 6timo de atividade. Os dados mostram que a enzima
secretada apresenta melhor funcionalidade em pH neutro, mantendo alta atividade relativa na
faixa que vai de 7,0 a 8,0, tendo 0 maximo de atividade enziméatica em pH 7,0 para os 3

clones analisados (Figura 28).
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Figura 28. Efeito do pH sobre a atividade de a-amilase produzida pelos clones A5, B8 e D14.

Variacdo de pH oOtimo para a atividade relativa da enzima o-amilase de B.
licheniformis tem sido citado na literatura. Saito (1973) relatou que uma cepa de B.
licheniformis isolada do solo produziu uma a-amilase com atividade relativa estavel medida
entre o pH 6,0 e 11,0. Morgan e Priest (1981) caracterizaram uma a-amilase termoestavel da
cepa de B. licheniformis NCIB 6346 e verificaram que a sua atividade era estavel entre o pH
7,0 e 10,0, tendo seu pH 6timo em 7,0, valor que corresponde ao descrito no presente estudo.

Os autores Medda e Chandra (1980) também estudaram a atividade da enzima da cepa
CUMC305 de B. licheniformis e verificaram que a enzima mostrou uma ampla faixa de
atividade nos pHs de 4,0 a 10, mantendo uma atividade substancial na faixa alcalina, tendo o

seu pH 6timo medido em 9,5. Hmidet e colaboradores (2008) ralataram que a o-amilase do
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mesmo microrganismo expressa em E. coli teve seu pH 6timo aferido em 6,5, no entanto em
pH 7,0 a enzima reteve 95% de sua atividade méxima. Outros estudos realizados com a
caracterizagdo da a-amilase de duas linhagens de B. licheniformis, sendo uma mutante e outra
selvagem, revelaram um pH 6timo para a atividade enzimatica igual a 6,0. Segundo o estudo,
a enzima da linhagem mutante exibiu atividade em faixas mais amplas de pH comparado com
a linhagem selvagem (Lee et al., 2006).

No presente estudo, a enzima também mostrou-se ativa em pHs alcalinos nos trés
clones analisados, retendo cerca de mais de 80% de sua atividade nos pHs 9,0 e 10,0 (Figura
28). Em algumas industrias, como por exemplo a de dertergentes, a-amilases com atividade

em pHs alcalinos séo muito utilizadas (Gupta, 2003).

5.9.2 - Efeito da temperatura e termoestabilidade sob a atividade enzimatica

O efeito da temperatura sob a atividade enzimatica da enzima recombinante é
visualizado na figura 29. A temperatura 6tima em que a enzima obteve a maxima atividade
hidrolisante para os trés clones analisados foi em 70 °C. No entanto podemos observar que na
temperatura de 80 °C a enzima reteve cerca de 80% de sua atividade relativa para os clones
A5 e D14 e 89,74% para o clone B8. Na temperatura de 90 °C sua atividade foi aferida em
aproximadamente 75% para os clones B8 e D14 e 71,97% para o clone A5. Essas variagoes
na atividade enzimatica relativa dos trés clones analisados em relacdo ao efeito da temperatura
podem estar relacionadas com pequenas diferencas no processamento da enzima realizado
pelo sistema de expressdo/secrecdo de P. Pastori e também devido a taxa de producéo.

Alguns trabalhos relatados na literatura mostram diferentes temperaturas em que a
enzima o-amilase de B. licheniformis age no substrato, sendo que algumas destas sdo
caracterizadas como termoresistentes. Tomazic e Klibanov (1988) demonstram que uma o-
amilase caracterizada teve sua temperatura otima em 90 °C. Segundo esses autores, a
termoresistencia pode estar relacionada com interacGes ibnicas adicionais envolvendo alguns
residuos especificos de lisina (Lys-385 e Lys-88 ou Lys-253).

Encontramos também citagdes de temperaturas Otimas para o-amilase de B.
licheniformis abaixo de 50 °C. Saito e Yamamoto (1975) reportaram que a temperatura 6tima
caracterizada para a enzima foi de 45 °C. Em trabalhos recentes, Hmidet e colaboradores
(2008) relataram a temperatura étima de 90 °C para enzima, sendo que na temperatura de 100

°C a enzima ainda reteve 95% de sua atividade. Morgan e Priest (1981) relataram que a



52

enzima da cepa NCIB 6346 obteve a maxima atividade na temperatura de 70 °C, assim como

a temperatura descrita no presente trabalho como é mostrado na (Figura 29).
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Figura 29. Grafico mostrando o efeito da temperatura sob a atividade relativa da a-amilase.

Maéxima atividade aferida em 70 °C pelos trés clones analisados.

ApoGs os testes do efeito da temperatura sob a atividade, foi realizada a anélise da

estabilidade térmica da enzima. Os testes de termoestabilidade com o clone B8 nas

temperaturas de 60, 70 e 80 °C com presenca ou auséncia do ion calcio sdo demonstrados na

figura 30. Na temperatura de 60 °C com a presenca de 5 mM de CaCl, observamos que a

enzima manteve 100% de sua atividade ap6s uma hora de incubacdo. Na temperatura de 70 °C

apo6s os 60 minutos de incubacdo, notamos que sem a presenca de calcio a enzima reteve

47,4% de sua atividade, enquanto que na presenca do ion, a enzima reteve 81,8% de sua
atividade. J& na temperatura de 80 °C com a presenca do ion, a enzima teve 42,6% de sua

atividade relativa retida ap6s o perfodo de incubaco. Este resultado comprova que o fon Ca**

exerce grande influéncia na estabilidade da enzima nas temperaturas analisadas.
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Figura 30. Termoestabilidade da enzima o-amilase incubada por 60 minutos nas temperaturas
de 60, 70 e 80 °C.

Muitos trabalhos com a adicdo do ion calcio para aumentar a termoestabilidade da
enzima a-amilase sdo reportados na literatura. Ivanova e colaboradores (1993) incubaram a
enzima na presenca de 1,0 mM e 5,0 mM do fon Ca®*. Segundo os autores, os dados para a
atividade residual ap6s a incubacdo da enzima a 85 °C em tampdes contendo diferentes
concentragfes de CaCl,, mostrou que o célcio € um estabilizador da enzima. A meia-vida da
enzima foi de 30 minutos na presenca de 1,0 mM e mais de 120 minutos quando aumentaram
a concentracdo para 50 mM de CaCl,. Declerck e colaboradores (2003) investigaram a
possibilidade de aumentar ainda mais a termoestabilidade das variantes Q264S—N265Y da
enzima o-amilase de B. licheniformes. A termoestabilidade das enzimas do tipo selvagem e
mutante foi testado medindo as atividades residuais apés incubagdo em alta temperatura
seguido por um periodo de resfriamento em gelo. Os autores acrescentaram a concentracao de
0,1 mM de CaCl; nos extratos enzimaticos diluidos e verificaram que o ion também influencia
na estabilidade da enzima. E relatado também pelos autores que mutacdes pontuais na
estrutura da enzima como substituicBes combinadas de sete aminoécidos, podem aumentar em
até 23 °C a estabilidade da enzima em relacdo a enzima do tipo selvagem. Mutagdes do tipo
Asnl172Arg (N172R) induziu um aumento de 2 vezes na meia-vida da enzima a 80 °C. Assim
como mutagdes His156Tyr (H156Y) e Alal81Thr (A181T) foram identificadas pela inddstria
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Novozymes (Dinamarca) que aumentam o desenpenho da a-amilase de B. licheniformis nos
processos industriais com relagdo a estabilidade térmica (Bisgard-Frantzen et al., 2000).
Como se observa, a variacdo da atividade relativa em diferentes temperaturas ou a
estabilidade térmica da enzima recombinante esta relacionada com diversos fatores que agem
no processamento ou na estrutura da enzima, possibilitando produtos com caracteristicas

diferenciadas.

5.9.3 - Estabilidade da a-amilase a 4°C

A figura 31 mostra os dados da estabilidade da enzima recombinante na temperatura
de 4 °C. Segundo a analise dos dados, apds o periodo de 60 dias de estocagem a enzima teve
apenas 5% de perda da sua atividade catalitica. Essa perda se iniciou a partir dos 30 dias de
armazenagem. A atividade relativa maxima medida no dltimo dia de incubacdo foi de
95,83%.

Estabilidade a 4 °C
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100,00% ¢ o - .

80,00% -
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Legenda
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40,00% -
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Figura 31. Grafico mostrando a estabilidade da enzima o-amilase em fungdo do tempo de
incubacéo a 4 °C. ANOVA-Dunnett (p < 0,0001).

Este resultado se torna interessante para industrias que necessitam armazenar as
enzimas, visto que quase toda a atividade enzimatica é mantida por um periodo de dois meses

de armazenagem a 4 °C.
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5.10 - Parametros cinéticos da enzima recombinante (Km e Vmax)

Na figura 32 é demonstrado o efeito da concentracdo do substrato sobre a velocidade
inicial da reacdo catalisada pela enzima a-amilase. O aumento da concentragdo do substrato
eleva a velocidade de reacdo até um determinado ponto e ap0s observa-se a saturacdo da
enzima. Na verificacdo dos parametros cinéticos aparentes (Km e Vmax) da enzima néo

purificada, foi utilizado apenas o extrato bruto do clone A7.

200 ~
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150 -

100 -

Vo (U/mL)
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0
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0 1 2 3 4 S 6
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Figura 32. Gréfico da concentracdo do substrato em fungdo da velocidade inicial da reagédo
obtidos a partir do clone A7.

Os valores de Km e Vméx aparentes foram calculados a partir da construcéo do gréafico
do duplo-reciproco de Lineweaver-Burk que esta representado na figura 33. Esse tipo de
grafico é resultado da relacdo dos valores inversos dos eixos velocidade inicial (V0) e
concentra¢do do substrato [S]. A linha terd inclinagdo Km/Vméax na qual a intercepcdo sera
1/Vmax no eixo de 1/VO0 e intercepgdo de -1/Km no eixo de 1/[S], permitindo determinar com
mais precisdo a Vmax. O sobrenadante avaliado apresentou Km aparente no valor de 10,74
mg/mL e Vmax igual a 416,66 U/mL.
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Figura 33. Gréfico dos duplos reciprocos obtido pela cinética enzimética do clone A7.

O valor da constante de Michaelis-Menten (Km) é muito importante na caracterizagdo
da cinética enzimatica indicando a quantidade necessaria de substrato para saturar a enzima.
Diferentes valores destes parametros cinéticos sdo encontrados na literatura. Muller (2008)
caracterizando alfa-amilase de B. subtilis produzida em P. pastoris observou diferentes
valores de Km para enzima quando presente no sobrenadante e ap6s a enzima ter sido
purifica. Para o extrato bruto do clone S2 os valores de Km foi de 10,2 mg/mL e a velocidade
méaxima foi de 526,3 U/mL e para alfa-amilase purificada os valores de Km e Vmax foram de
43,8 mg/mL e 1000 U/mL respectivamente. lvanova e colaboradores (2003) analisaram um
Km de 0,9 mg/mL e um Vmax de 62,5 U/mL para a enzima alfa-amilase de B. licheniformis.

Os resultados obtidos com a cinética enzimatica indicam que o sobrenadante do
extrato bruto se apresenta como uma boa alternativa para utilizagdo na hidrdlise do amido,
ndo havendo sempre a necessidade da utilizacdo da enzima purificada, reduzindo os custo de

producéo.
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6 - Conclusoes

O fragmento codificante da oa- amilase de B. licheniformis foi isolado e clonado

eficientemente nos vetores de clonagem e expressao;

e Os clones recombinantes de P. pastoris foram capazes de expressar e secretar a

enzima o-amilase ativa.

e A maior produgdo da a-amilase recombinante foi observada apds 120 horas de

inducao.

e O peso molecular do produto secretado apresentou variacdes nos clones testados.

e Observou-se maior atividade da proteina em pH neutro, o pH da atividade 6tima foi de
7,0.

e A enzima recombinante apresentou consideravel estabilidade em sua temperatura

6tima e aumentou sua estabilidade na presenca do ion calcio.

e A enzima manteve-se estavel por dois meses quando mantida a 4°C.
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Apéndice A - Meios de cultivo

A.1 - Meios de cultura bacteriano

Meio LB (Luria Bertani): cultivo da cepa de E. coli TOP10 (Invitrogen™)

Composic¢édo do meio:

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 59/L
Cloreto de sddio 5¢g/L
Agar 15 g/L

Meio SOB: transformacdo bacteriana por eletroporacao.

Composic¢édo do meio:

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

Meio SOC: transformacéo bacteriana por eletroporacéo

Composigédo do meio:

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

Os meios foram autoclavados a 120°C por 15 minutos e em seguida foi adicionado o

antibiotico ampicilina na concentragao final de 100 pg/mL, quando necessario.

A.2 - Meios de cultura para levedura Pichia pastoris

Meio de cultura YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium): Esse meio de cultura foi
utilizado para manter o crescimento da linhagem GS115 da levedura metilotréfica Pichia

pastoris.
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Composigéo do meio:

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

Agar 20 g/L

Este meio de cultura foi autoclavado a 120 °C por 15 minutos, e apds foi adicionado
solucdo de glicose 2% filtrada e o antibidtico ampicilina na concentragdo de 100pg/mL para

evitar o crescimento de contaminantes.

Meio de cultura MD (Minimal Dextrose Medium): Este meio de cultura foi utilizado para
selecionar as colbnias recombinantes de Pichia pastoris. Devido sua funcdo, ndo €
acrescentado o aminoacido histidina (marca de selecdo auxotrofica) para o crescimento das

coldnias recombinantes.

Composigéo do meio:

YNB (yeast nitrogen bases) 1,34 %
Biotina 4x10°%
Glicose 2%

Agar 20 g/L

Para meio liquido o volume da solucdo foi completado com &gua esterilizada e
deionizada, e para o meio solido o volume foi completado com &gar. Em ambos 0s meios

foram adicionados 100 pg/mL de ampicilina para evitar o crescimento de contaminantes.

Meio de cultura BMG-Y (Buffered Glycerol Complex Medium) — Este meio de cultura
contendo glicerol e um complexo tamponado, foi utilizado para aumentar a massa celular das

leveduras.

Composic¢édo do meio:

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampdo fosfato pH 6,0 10 mM

YNB 1,34 %
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Biotina 4x10°%
Glicerol 1%

Para meio liquido o volume da solucdo foi completado com &gua esterilizada e
deionizada, e para 0 meio sélido o volume foi completado com &gar. Também foi adicionado

ao meio 100 pg/mL de ampicilina para evitar o crescimento de contaminantes.

Meio de cultura BMM-Y (Buffered Methanol Complex Medium) - Este meio complexo
tamponado foi utilizado para induzir a levedura Pichia pastoris expressar a proteina

heterdloga.

Composigédo do meio:

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

A mistura foi completada com agua esterilizada e deionizada para o meio liquido. Para
meio BMM-Y s6lido, foi utilizado &gar esterilizado para completar o volume. Também foram
adicionados aos meios 100 ug/mL do antibidtico ampicilina.

Todas as solugbes de preparo para 0os meios de culturas foram esterilizadas por

autoclavagem a 120 °C, ou passaram por filtracdo.

A.3 - Solucdes Estoques

Glicerol (50 %)

Foi misturado o volume de 500 mL de glicerol a 500 mL de agua deionizada e ap6s foi

realizado a esterilizagdo em autoclave a 120°C por 20 minutos.

YNB - 10X

Composicéo:
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Yeast Nitrogen Base 3,4 %
Sulfato de amonio 10 %
Modo de preparo:

Foram dissolvidos 3,4 g de YNB e 10 g de (NH4),SO4 em 90 mL de &gua destilada. A
solucéo foi esterilizada por filtracdo e estocada a 4 °C.

Glicose (20%) - 10X

Modo de preparo:

Vinte gramas de glicose foram dissolvidos em 100 mL de &gua destilada. A solucéo
foi esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos.

Biotina (0,02 %) - 500X

Para o preparo desta solucdo, 20 mg de biotina foi dissolvida em 100 mL de &gua
destilada. A solucdo foi esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

Tampao fosfato 1M, pH 6,0 (500 mL)

Modo de preparo:
A quantidade de 11,59 de K;HPO, (fosfato de potassio dibasico anidro) e 59g de
KH,PO, (fosfato de potassio monobasico) foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada. O

pH foi ajustado para 6,0 e a solugdo foi esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos.



