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Resumo

O Brasil apresenta-se como um lugar favoravel para a implementagcdo de uma
economia onde as principais fontes de energia e matérias-primas sejam de origem de
processos renovaveis. Para isso é necessario o melhor aproveitamento do chamado
material lignoceluldsico, que consiste na maior parte do material das plantas e que nao é
utilizado para a produgao de alimento. A produc¢ao industrial de combustiveis vindo desse
material tem se demonstrado um desafio por conta da estrutura complexa do material
lignoceluldsico. Nesse contexto as enzimas acessorias, como as expansinas, tem
demonstrado grande potencial por apresentarem sinergismo com as enzimas celulases
usadas na conversao da celulose e hemicelulose em agucares simples. Este trabalho tem
como intuito o estudo da produgao da proteina expansina de origem bacteriana BsEXLX1
usando o organismo hospedeiro Komagataella pastoris em biorreator de bancada.
Inicialmente foram realizados experimentos com a Pichia para estudar o
comportamento da levedura em um sistema fechado de biorreator, e observou-se os
efeitos que a agitagdo, quantidade de in6culo e pH tém sobre o consumo de glicose e
producdo de biomassa e etanol. Com esse estudo ficou claro a relagdo do pH mais
acido com a alta produgéo de etanol e alto consumo de glicose, a relagdo entre a
quantidade de in6culo e a producao de etanol mostrou-se diretamente proporcional.
Com base nesses resultados foram elaborados dois planejamentos fatoriais completos
2% em Erlenmeyers com Komagataella pastoris para a produgao da proteina expansina
BsEXLX1. Mediu-se as quantidades de proteinas soluveis produzidas, assim como as
taxas de crescimento em variadas concentragbes de glicose, glicerol e metanol.
Concluiu-se que a condigdo que promove a maior areagao em glicerol, com baixas
concentracdes de inoculo e metanol foram as ideais para a maior produc¢ao da proteina,

chegando a 36% acima da média da produgéo.
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Abstract

Brazil is a favorable place for the implementation of an economy where its main
energy and feedstock source originates from renewable sources. For this to be
accomplished it needs to make better use of lignocellulosic materials that makes up
most of plant matter and it is not used as food production. The industrial production of
fuel that comes from this feedstock has been a challenge due to the complex structure
of the lignocellulosic material. In this scenario, the accessory enzymes, such as
expansins, have shown great potential for having synergism with cellulase enzymes
used for the conversion of cellulose and hemicellulose into simple sugars. The goal of
this dissertation in to study the production of the bacterial expansin protein BSEXLX1
using as host organism Komagataella pastoris in a benchtop bioreactor. Initially it was
performed experiments with Pichia to study the behavior of the yeast in a closed
bioreactor system, and it was monitored the effects of agitation, inoculum concentration
and pH in the consumption of glucose, and production of biomass and ethanol. This
study shows a connection between the higher acidic conditions and higher ethanol
production. It also shows the connection between the amount of inoculum and the
production of ethanol, which demonstrated to be directly proportional. From this data,
two 25 complete factorial analysis were performed in Erlenmeyers with K. pastoris for
the production of expansin protein BsEXLX1. The soluble proteins concentrations were
measured alongside with yeast growth in various concentrations of glucose, glycerol and
methanol. It was concluded that the condition with most aeration in glycerol, with low
methanol and inoculum concentrations were the ideal for greater protein productions,
reaching up to 36% higher production than the average.
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1 - Introducao

1.1 Contextualizacao

O sistema de expressdo Komagataella (Pichia) pastoris vem sendo
comumente usado para a produgao de varios tipos de proteinas recombinantes.
Esse sistema de expressdo € capaz de produzir grandes quantidades de
proteinas com conformagdo adequada, fazendo as modificagdes pods-
traducionais necessarias tipicas das proteinas de origem eucarioticas. Essas
modificagdes sdo possiveis por conta da maquinaria celular dessa levedura
que, inclui a capacidade de glicosilagdo e formacgao de ligagdes dissulfidicas. A
K. pastoris também combina a habilidade de crescer em meio minimo com alta
densidade celular e secretar prontamente a proteina de interesse, simplificando
a sua purificagdo.’

No entanto a propriedade mais atrativa da K. pastoris, como organismo
hospedeiro, € a existéncia de um promotor forte e com grau alto de regulagao
conhecido como Alcool Oxidase 1, ou PAOX1.2 Alcool Oxidase é a primeira
enzima responsavel pela metabolizagdo do metanol, transformando-o em
formaldeido. Essa reagdo usa o oxigénio como receptor final de elétrons com a
formacgao de peréxido de hidrogénio. A assimilagdo de carbono ocorre com o
formaldeido formado pela oxidacdo do metanol, que € oxidado novamente até
a formacéo de didxido de carbono.?

Com essas caracteristicas, a K. pastoris torna-se extremamente atrativa
para a implementacdo na cadeia de produg¢do de enzimas em nivel industrial.
Um dos mercados com maior potencial € o das proteinas acessorias para
melhoramento da hidrolise enzimatica de substratos lignocelulésicos para
ampliacdo da producédo do chamado Etanol 2G.

O etanol 2G tem sido uma das maiores promessas para a implementagcao
da bioeconomia no Brasil, com a capacidade de dobrar a produgao de alcool
etilico no pais. A tecnologia consiste na capacidade de transformar a matéria

lignocelulésica em agucar para a fermentacao.



1.2 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo avaliar a producdo da enzima
expansina BsEXLX1 em biorreator de bancada usando como organismo

hospedeiro Komagataella pastoris.

1.2.1 Objetivos especificos

e Determinar quais as melhores condigdes de agitagao, pH, quantidade de
substrato e de indutor obtém-se as maiores quantidades de proteinas
recombinantes;

e Replicar a melhor condicado observada no reator;

e Quantificar a taxa de crescimento, as taxas de conversao de
substrato em células e em produto, e o rendimento dos processos
fermentativos nos meios usados;

e Determinar a viabilidade das células apds o término da fermentacao para
reciclo

1.3 Estrutura da dissertacao

Essa dissertacao esta estruturada em 5 capitulos, incluindo este capitulo
introdutdrio.

O Capitulo 2 é reservado a revisao bibliografica, que descreve sobre a
importancia do etanol lignoceluldsico para a economia brasileira, abordando o
potencial que a producdo alcodlica dessa fonte oferece. A revisdo também
descreve as propriedades e caracteristicas dessa fonte de energia, e os
desafios que existem para transformar a matéria lignocelulésica em agucar. Em
seguida, o capitulo de revisédo explica sobre o papel que as enzimas acessorias,
em especial as expansinas, tém na melhoria da eficiéncia na producdo do
etanol lignoceluldsico. O texto de revisao foca em especial a proteina expansina
BsEXLX1, e seu modo de acao que facilita o desempenho das enzimas
celulases.

No terceiro capitulo apresenta-se a parte experimental, o qual foi dividido



em 4 partes. A primeira parte constituiu-se em um planejamento experimental
23 no biorreator usando Pichia nativa para determinar seu comportamento em
diversas condicoes de fermentagdo. Usou-se esses dados como parametros
para a fermentacao da K. pastoris que foi realizado na etapa seguinte.

Na segunda parte do experimento realizou-se fermentagbes para
determinacao dos melhores clones da K. pastoris transformada para expressao
da proteina BsEXLX1 em Erlenmeyers. Os experimentos seguiram 2
planejamentos fatoriais completos 2° sendo cada um com uma fonte de carbono
diferente. Este capitulo ainda comtempla todas as metodologias empregadas
para analise dos produtos obtidos em todos os experimentos realizados.

Ao final desse capitulo esta descrito a metodologia empregada para os
experimentos de produgdo da proteina BSEXLX1 em biorreator de bancada
com condigdes baseadas nos resultados dos 2 planejamentos experimentais
dos experimentos anteriores.

O quarto capitulo consiste na apresentacao e discussao dos resultados
observados nos experimentos. Neste capitulo exibem-se os graficos com as
respectivas curvas de crescimento e discute-se os efeitos que as variaveis
estudadas exerceram sobre o crescimento das leveduras. No planejamento
experimental 1 analisa-se também a producdo de etanol e o consumo de
glicose. Nos planejamentos experimentais 2 e 3, além do crescimento
microbiano, quantifica-se também a produgao da proteina expansina BsEXLX1.
No experimento final, compara-se o crescimento e a produgao de proteinas pela
K. pastoris entre duas reagdes na mesma condi¢ao, sendo a segunda realizada
com reciclo de células da primeira.

Por fim, no capitulo 5, analisou-se os dados para a conclusao final e
elaboragao de perspectivas futuras de pesquisa do trabalho.



2 - Revisao bibliografica

2.1 Bioeconomia e o Proalcool

Nosso planeta esta enfrentando um incrivel desafio energético. O
petréleo ainda é a principal fonte de energia e de matéria-prima para diversos
setores da sociedade. No entanto, é continuamente explorado em regides de
conflitos politicos e militares, fazendo com que seu preco e oferta esteja sujeito
a grandes variagdes trazendo instabilidade a economia mundial. Ainda ha o
agravante do aquecimento global, em que o CO2 produzido durante a sua
queima tem sido o principal responsavel pelo aumento médio da temperatura
global .4

Esse cenario criou uma espécie de corrida energética para a
implementagao de fonte alternativas de energia e matéria-prima que sejam
renovaveis, limpas e abundantes que possam substituir o petrdleo com a
principal fonte energética, de matéria-prima e de insumos.®

Uma das grandes promessas para alcangar esse objetivo, € a
implementagdo da bioeconomia, a qual consiste em uma economia onde uma
grande gama de produtos e servigos produzidos s&o derivados de fontes
bioldgicas.® A bioeconomia engloba alternativas para tudo o que o petroleo é
usado. Portanto plasticos, farmacos, combustiveis e variados tipos de
manufaturas seriam provenientes de fontes bioldgicas.

O desenvolvimento da bioeconomia tem sido visto como fundamental
para a transigao para uma economia sustentavel. Varias economias mundiais,
incluindo os EUA e o Brasil, ttm investindo em programas para a sua
implementagado.” No Brasil, pode-se dizer que a implementagao da bioeconomia
comegou com o programa Proalcool, que buscou um combustivel alternativo,
que nao fosse de origem féssil, para enfrentar a alta do prego do petréleo e
seus derivados, que na década de 80 chegava a ser 80% de origem
estrangeira.® A partir da implementagao do Proalcool, a produgdo de etanol
saltou de 0,555 bilhdes de litros no comego do programa para um pico de 30,1
bilhdes de litros em 2015. Porém isso ainda representa menos da metade do
combustivel consumido por veiculos leves, e em torno de 12% do total da matriz

energética brasileira.® 10



A mudanca para uma bioeconomia requer uma participagao muito maior
do etanol na matriz energética, e para atingir isto, sem aumentar drasticamente
a area cultivada, é necessaria melhor utilizagdo da biomassa produzida. As
maiores mudancas tecnoldgicas estao ocorrendo através do desenvolvimento
de novas linhagens através do melhoramento classico, e mais recentemente da
transgenia, que tem o potencial de melhorar o rendimento de produgao da
tonelada cana por hectare em até 56%."" Outra frente de inovagdo para o
aumento da produtividade é o aproveitamento do bagaco e palhas, conhecido
por biomassa lignoceluldsica, para produgédo de agucar, que pode ser usado
para fermentagéo.’? 13

2.2 A biomassa lignocelulésica

As plantas sao formadas por cerca de 35 tipos de células, sendo cada
tipo distinta em tamanho e forma.' Todas essas células ficam envoltas em uma
parede celular, cuja a fungéo é resistir ao estresse mecanico provocado pela
pressdo de turgor, e pelas interagcbes com as células vizinhas, pois estas
crescem diferentemente devido as suas peculiaridades.' Ao mesmo tempo em
que a parede celular & extremamente forte, ela também tem que ser capaz de
permitir o crescimento do vegetal e, portanto, se alargar.'? 15 16

Por se estender por todo o tecido vegetal, a parede celular € o material
mais abundante da planta, e portanto o principal constituinte da biomassa
lignoceluldsica.’™ Pela profusdo e composigdo desse material, torna-se
indispensavel a sua insercao na cadeia produtiva da bioeconomia. A sua
estrutura varia entre as diversas espécies de plantas, e até mesmo entre tecidos
de um mesmo organismo. Contudo, em todas as suas formas, a celulose € um
de seus principais componentes. A celulose encontra-se geralmente envolta
numa matriz, que forma uma extensa cadeia que cerca e protege todas as
células do tecido vegetal formando um estrutura extremamente complexa que
dao a biomassa lignoceluldsica propriedades recalcitrantes, tornando o material
lignoceluldsico resistente a degradagéo tanto quimica como bioldgica.'”: 18

Por estar presente ao redor das células, a parede celular determina o
seu tamanho e formato, funcionando como uma barreira mecanica que precisa

ser vencida durante certas fases do ciclo de vida do vegetal, como o



crescimento celular e reprodugao. Por causa disso a composigédo dessa parede
¢ modulada de acordo com as necessidades fisioldgicas do vegetal.'® 20 No
entanto, quando se é necessario uma mudanca mais rapida em sua estrutura,
existem um conjunto de proteinas que juntamente com alteragdes quimicas no
pH sdo capazes de alterar os padrdes de ligagao e interagdo dos componentes
da parede celular.?!

Existem duas principais variagdbes da parede celular na planta
conhecidas como parede celular primaria e parede celular secundaria. A parede
celular primaria encobre todas as células do tecido vegetal, sendo sintetizada
assim que a divisdo celular acontece. Esta constitui-se principalmente de
celulose, que se encontra envolta de uma matriz de hemicelulose e pectina. A
Figura 1 representa a matriz lignoceluldsica da parede celular primaria com as
microfibras da celulose representadas em azul, com regides em vermelho
mostrando os lugares onde ha interagao entre as microfibras. Nessa figura a
pectina esta representada em amarelo e a hemicelulose em estruturas verdes
ancoradas a sitios especificos nas microfibras.?? Apesar dos principais
componentes da parede celular primaria serem bem compreendidos, a
interacao entre esses componentes durante sua extensdo enquanto mantem

sua rigidez fisica, ainda € um mistério, sendo alvo de varias pesquisas.??

Figura 1: Representacdo artistica da parede celular primaria baseado no observado nas
escamas da cebola. (Adaptado de Cosgrove??)



Dependendo do tecido vegetal pode ocorrer a formagéao de uma parede
celular secundaria dentro da parede celular primaria, através de uma grande
deposicao de celulose e hemicelulose e da secrecdo de monolignois, que s&o
precursores da lignina. A parede celular secundaria é mais rigida por conta da
substituicdo da pectina por lignina. E essa parede que forma o principal material
oriundo da planta para a producdo de energia, o chamado material
lignoceluldsico.?°

O material lignoceluldsico € composto de 35 a 50% de seu peso seco por
celulose. A lignina chega a corresponder de 5 a mais de 40% do peso seco da
planta, e a hemicelulose entre 20 a 35%.%

2.2.1 Celulose

A celulose € um polissacarideo composto de monémeros de glicose
ligados por uma ligagao covalente 31-4, formando um polimero. Esse polimero
esta entrelagcado de forma compacta e organizada para formar uma estrutura
de microfibra cristalina em espiral que garantem forga e flexibilidade ao material.
Uma importante caracteristica da celulose, quase que uUnica entre os
polissacarideos, € a presenga de regides cristalinas, que corresponde a 80-
95%, sendo o restante constituido por regies amorfas.?3

A celulose é sintetizada na natureza como cadeias lineares de residuos
glicosidicos pela enzima celulose-sintase. Esta enzima encontra-se na
membrana celular formando complexos de sintese de celulose (CSC-sigla em
inglés). Cada CSC é responsavel pela sintese de uma microfibra de celulose, a
qual é formada por aproximadamente 30 moléculas de celuloses individuais. Os
conjuntos dessas microfibras formam as fibras de celulose.?#26

Essas fibras celuldsicas sédo enrijecidas por ligagdes de hidrogénio, tanto
entre a mesma fibra, como entre fibras adjacentes. Interagbes de van der Waals
também contribuem para o aumento da estabilidade das microfibras, que
embora individualmente tais interagdes sejam fracas, se tornam significativas
pela dimensdo das fibras.?® 24 As propriedades recalcitrantes também sé&o
influenciadas pela interagdo das superficies hidrofilicas e hidrofébicas com a

matriz em volta que pode ser formadas por xiloglicanas, xilanas e lignina.??



2.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sao polissacarideos sintetizados dentro das células
vegetais pelo complexo de Golgi, e secretados do citoplasma para integrar-se
e associar-se com a superficie das microfibras da celulose através das
interagdes intermoleculares, como pontes de hidrogénio, formando uma matriz.
Possuem alto grau de ramificagdo formando uma rede de interagdes que
fortalecem e d&o forga mecénica as paredes celulares das plantas.?’

As hemiceluloses pertencem a diversos grupos de polissacarideos que
sao classificadas de acordo com os principais monossacarideos que as
formam. Os trés principais tipos s&o: xilana (com ligagao covalente p-1,4 D-
xilose), manana (com ligagao covalente (-1,4 D-manose) ou xiloglicanas (com
ligagdo covalente B, 1-4 D-glicose).?® As cadeias principais sdo ramificadas com
cadeias curtas, podendo ser formadas por monémeros de D-galactose, D-
xilose, L-arabinose e D-acido glicurdnico.!® 28

2.2.3 Pectina

As pectinas sao polissacarideos acidos muito complexos, com estruturas
principais ricas em acido galacturénico. Elas sdo as macromoléculas mais
abundante encontradas na matriz da parede celular primaria, e também sao
abundantes na lamela entre as paredes celulares primarias, tendo fungao
adesiva das células. No entanto, sdo praticamente inexistentes na parede
celular secundaria, sendo a unica classe de polissacarideos restritos a parede

celular primaria.?®

2.2.4 Lignina

A lignina é um dos compostos mais abundantes na natureza, atras
somente da celulose. E constituido principalmente por 3 precursores
monomeéricos: Guaiacila, Siringila e p-hidroxibenzil unidas por um conjunto de
ligagbes, principalmente ésteres e C-C.3° Ela estd presente nas paredes
celulares secundarias, sendo responsavel pelo apoio estrutural da planta,
impermeabilidade e resisténcia a ataques de organismos.?' No geral as

gramineas apresentam um dos conteudos de lignina mais baixo, enquanto que



as coniferas possuem os mais altos.3’

2.3 O etanol lignoceluldsico

Atualmente, o maior uso para aproveitamento energético do material
lignoceluldsico tem sido a sua queima para produgao de energia termoelétrica.
No Brasil, estima-se que somente no caso da lavoura da cana-de-agucar, a
cada tonelada de cana processada, se obtém 280 quilos de biomassa
lignoceluldsica.®?> Considerando que para a safra de 2016/2017 tem-se a
estimativa de 0,685 bilhdes de toneladas de cana colhidas,?? a quantidade de
material lignoceluldsico proveniente do bagago da cana-de-agucar foi em torno
de 0,191 bilhdes de toneladas. Além da grande oferta e pouca demanda, este
€ um material que ndo compete diretamente com a industria de alimentos, nao
afetando o preco dos alimentos.3*

No ultimo relatério de acompanhamento da safra de cana-de-agucar feito
pela Conab em Agosto de 2016 estimou que a produgao de etanol no Brasil
sera um pouco acima de 27,5 bilhdes de litros até o final do primeiro trimestre
de 2017.3% Se o Brasil aproveitasse todo esse material lignoceluldsico para a
producgao de etanol através da quebra de moléculas de celulose em moléculas
de acgucar, atualmente a capacidade de producéo seria de 0,140 bilhdes de
litros por safra e estima-se que até 2025 o Brasil teria capacidade de produzir
até 10 bilhdes de litros de etanol lignocelulésico.®

Esse cenario demonstra a importancia e potencial que a implementacao
em escala industrial da préoxima geracao de producédo do etanol, o chamado
etanol 2G, possui. No entanto a tecnologia do etanol de segunda geragéo para
tornar esse potencial em realidade ainda esta sendo aprimorada,
especialmente em nivel industrial, o qual tem tido dificuldades em atingir niveis
de produtividade aceitavel.3®

Para a producéao do etanol 2G, o agucar usado na fermentacao € oriundo
da biomassa lignocelulésica, um processo também conhecido como
despolimerizacdo ou sacarificacdo. Esse processo se da por 2 etapas: pré-
tratamento e hidrolise.



2.3.1 Pré-tratamento

O propésito do pré-tratamento é fazer a biomassa suscetivel a hidrélise
dos polissacarideos para acgucar fermentaveis. Isso se da através da
desconstrugcao das barreiras quimicas e fisicas do material através da quebra
da estrutura da lignina e do arranjo cristalino da celulose, a fim de diminuir a
recalcitrdncia da biomassa. Existem trés abordagens empregadas para a
realizacdo da desconstrugdo do material lignoceluldsico: fisica, quimica e
bioldgica e a combinagao entre eles.30 36

As operagdes fisicas sdo baseadas na redugdo do tamanho das
particulas através de moagem e a reducdo do grau de polimerizagado e
cristalinidade da celulose. Porém, o conteudo de hemicelulose e lignina da
biomassa permanece o mesmo apds o tratamento.36

Os principais métodos aplicados sdo os quimicos, que envolvem
tratamentos acidos, basicos ou oxidativos. Em tratamentos com acidos
concentrado, a hemicelulose € hidrolisada. Pode-se também usar acidos
diluidos com temperaturas variando entre 160 a 180°C.3" A lignina porém nao
€ removida, embora ela sofra uma mudanga estrutural. Esse método requer
equipamentos resistentes a corrosdo, o que eleva o custo de operacao desse
processo.

Existe também os tratamentos basicos com hidroxido de sddio e
hidroxido de calcio. Em ambos os métodos a lignina € removida e a
hemicelulose é significativamente hidrolisada. A maior desvantagem ocorre na
dificuldade da recuperagao dos reagentes basicos usados.

Outro método muito utilizado é a explosao a vapor, o qual consiste em
aquecer a biomassa a uma temperatura de até 290°C por um curto periodo de
tempo e depois libera-se a pressdo de forma explosiva.3® A eficiéncia desse
meétodo depende de varios fatores como temperatura, tempo de residéncia do
material no reator, tamanho das particulas e teor de umidade.3®

Organosolv é o processo de extracdo da lignina usando solventes
organicos ou suas solugdes aquosas. Algumas de suas vantagens incluem:
Facil recuperagdo de solvente por destilagdo e reciclagem; lignina é isolada
como material sélido e os carboidratos como melago. No entanto este método

ainda é muito caro para sua implementacao industrial.4°
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Por fim, existem os métodos biolégicos de pré-tratamento, os quais se
baseiam em reagdes bioldgicas catalisadas por enzimas. Esse método possui
alta especificidade com o substrato, baixo consumo de energia por utilizar
condicdes brandas de temperatura e pressao e pouca emissao de poluentes. A
grande desvantagem s&o longos periodos de residéncia no reator e o alto custo
das enzimas.*' Alguns dos organismos promissores para este tipo de pré-

tratamento s&o os fungos lignoliticos, actinomicetos e bactérias.*?

2.3.2 Hidrolise

O processo de hidrélise consiste na despolimerizagdo da fragao da
celulose em acucares simples, que entdo podem ser fermentados por
microrganismos e o etanol possa ser produzido. As duas principais formas de

se hidrolisar a biomassa s&o através dos métodos quimicos ou bioldgicos.

2.3.2.1 Hidrdlise quimica

Muitos dos pré-tratamentos quimicos utilizados no material
lignoceluldsico tem a capacidade de hidrolisar com certo grau a celulose e a
hemicelulose. Alguns exemplos sao os pré-tratamentos acidos e basicos que
hidrolisam a hemicelulose significativamente. Porém, a celulose com sua
estrutura cristalina tem baixo grau de despolimerizagdo durante os
tratamentos.3® Para se atingir niveis de sacarificagdo da celulose aceitaveis
usando métodos quimicos é necessario o uso de condi¢cdes mais extremas.3' A
hidrdlise quimica da celulose com acido diluido, cuja concentragéo varia de 2 a
5%, ocorre em temperatura entre 160 a 230 °C com uma pressao em torno de
10 atm. Mesmo assim a maioria dos processos com acido diluido nao
conseguem superar 50% de eficiéncia quando considerados a subsequente
fermentacao para a conversao do produto final, o etanol. Isso se deve ao fato
de apds a formacéao de agucar, ocorrem reagdes secundarias com as moléculas
de acgucar formado. Estes compostos quimicos formados, furfural em sua maior
parte, além de diminuir o total de acucar recuperado, também inibem a
fermentacgéo alcodlica.'®

Uma alternativa é o uso de acido concentrado em temperaturas mais
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brandas de até 100 °C, fazendo com que a degradacao dos agucares formados
seja minimizada, resultando em uma eficiéncia de até 90% tanto para a
hemicelulose quanto para a celulose. No entanto, este método € mais lento em
relagdo a hidrolise com acido diluido e a recuperacdo acida ainda nao é
eficiente, fazendo que sua operagao seja cara.'

2.3.2.2 Hidrolise enzimatica

Outra forma de se realizar a hidrdlise da celulose é através do uso de
enzimas capazes de degrada-la. A esse processo da-se o nome de hidrolise
enzimatica, e ocorre em condi¢dées muito mais brandas que as condi¢cdes de
hidrélise acida, além de n&o requerer o uso de equipamentos caros capazes de
suportar os efeitos de corrosdo dos acidos.® A hidrolise enzimatica também
tem a vantagem de nao produzir inibidores da fermentacgao.

Existem diversos microrganismos na natureza que sdo capazes de
produzir as enzimas que hidrolisam o material lignocelulésico. Normalmente,
estes microrganismos atuam de forma conjunta, produzindo um coquetel de
enzimas para a hidrdlise completa da biomassa.*?

O fungo filamentoso Trichoderma reesei € amplamente empregado para
a producdo de enzimas capazes de hidrolisar a celulose, as quais sao
denominadas de celulases. O potencial que esse fungo tem para a degradacgéao
da celulose é conhecido desde a Segunda Guerra Mundial, quando descobriu-
se que ele era responsavel pela degradagao do algodao presente no uniforme
do exército dos EUA. 4

Nos fungos, a conversdo da celulose nativa para glicolise e outros
acgucares simples se da principalmente por meio de diferentes tipos de enzimas
celulases das familias endoglicanase, celobiohidrolase e B-glicosidase.'® 44

As celobiohidrolases (CBH), também conhecidas por exoglicanases ou
exocelulases, hidrolisam as fibras cristalinas de celulose a partir das
extremidades redutoras e nao-redutoras, liberando celobiose e em menor grau
glicose.** As endoglicanases s&do responsaveis pela quebra das ligagdes B-
glicosidicas de forma aleatéria nas regides amorfas da celulose, gerando
oligossacarideos de varios tamanhos e consequentemente novas extremidades

para serem hidrolisadas.*®
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Muitas das enzimas que atuam sobre as fibras de celulose possuem dois
modulos distintos denominados de mddulo catalitico e médulo de ligagao ao
carboidrato. Estes sdo ligados um no outro por meio de uma cadeia peptidica
flexivel. O médulo de ligagdo ao substrato interage com as fibras de celulose
agindo de modo seletivo, permitindo que o dominio catalitico tenha maior
interatividade com a celulose. O médulo de ligagdo pode também interagir com
fibras causando mudancas estruturais através do rompimento das ligagdes de
hidrogénio entre as microfibras, como mostrado na Figura 2. Esse processo é

conhecido como amorfogénese.*6
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Figura 2: Representagdo esquematica da amorfogénese das fibras de celulose mediadas pelo
Modulo de ligagéo ao carboidrato (CBM-sigla em inglés). (Adaptada de Zeng et al.3°).

Por fim as B-glicosidase sao responsaveis por hidrolisar a celobiose e
outros oligossacarideos de cadeias curtas em glicose.*4 4

A atuagédo conjunta das celobiohidrolase e endoglicanase caracteriza-se
por ser uma interagdo sinérgica, onde a soma das atividades enzimaticas
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individuais das enzimas é menor do que quando elas atuam juntas em um
mesmo substrato.4’

De fato, o sinergismo existente entre enzimas, principalmente no
coquetel vindo do fungo Trichoderma reesei, vem sido observado ha algum
tempo. Gillian et al.*® foi um dos primeiros a observar esta interagdo sinérgica
que o0s coquetéis enzimaticos possuem. Embora ele desconhecesse as
enzimas e a maneira pela qual elas atuavam, conseguiu-se descrever um
modelo que ficou conhecido com C1-Cx. A Figura 3 apresenta um esquema
dessa interagao sinérgica, de acordo com pesquisas mais recentes. Cxse refere
as enzimas responsaveis pela hidrolise da ligagdo glicosidica presente na
celulose. O fator C1refere-se as enzimas acessorias que facilitam para que a
hidrdlise da celulose ocorra, as chamadas enzimas acessorias.*® 4° Desde a
sua concepgao, o fator C1 tem sido elucidado por meio da descoberta de novas
enzimas acessorias que atuam de forma semelhante, mas que nao
necessariamente fazem parte do coquetel vindo do fungo Trichoderma reseei.
Dentre essas proteinas, as expansinas tém sido uma das classes mais
proeminentes.5°

As expansinas foram descobertas nas plantas durante o estudo do
crescimento acido. Elas sdo responsaveis pelo afrouxamento e expansio da

parede celular durante o aumento da parede celular.®’
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Figura 3: Esquema da acado sinérgica das proteinas na hidrélise da celulose (Adaptada de
Milanez et al.0).

2.4 As proteinas expansinas

As expansinas sao proteinas extracelulares encontradas na parede
celular de quase todas as plantas terrestres com tamanho aproximado de 26
kDa.%? Elas sao responsaveis pela indugéo da extensdo das paredes celulares
primarias durante o crescimento acido, resultando em um afrouxamento da
matriz lignocelulosica.’”: %3

Foi em tecidos de sementes vegetais presentes durante o crescimento
de plantas dicotiledoneas que observou-se a presenga dessas enzimas nao
cataliticas que induziam a expansao da parede celular durante o crescimento
vegetal.>' Além do crescimento elas também atuam no amadurecimento das
frutas, desenvolvimento de folhas, reproducdo da planta e desconstrucao da
parede celular, sendo portanto de presenga universal no reino vegetal.®*

Elas estdo classificadas baseadas na sua sequéncia filogenética e
15



atualmente, a familia das proteinas expansinas esta bem definida e se constitui
nas superfamilias a-expansinas e [(-expansinas. As a-expansinas sao
mediadoras do afrouxamento da parede celular durante o crescimento acido
das plantas, enquanto que a familia das (B-expansinas estédo relacionadas ao
grupo 1 de proteinas alérgenas do pdlen da grama, os quais sao responsaveis
por facilitar a penetragao do pélen no estigma através da dissolugéo da laméla
média, que sdo constituidas por hemicelulose e pectina.55: 56

As expansinas oriundas das plantas tipicamente possuem dois dominios.
O dominio N-terminal, denominado de D1, possui certa semelhanga com as
endoglicanases de origem bacteriana, com estrutura semelhante ao da familia
45 das hidrolases de glicosideos.”®> No entanto esse dominio ndo possui
atividade catalitica caracteristica dessa familia de hidrolases.

O dominio C-terminal presente nas expansinas, denominado D2, possui
forma de sanduiche B, semelhante a familia 26 dos mddulos de ligagao a
carboidratos.®” A superficie aberta dos dois dominios é ideal para interacoes
com polissacarideos, porém essa interagéo acontece predominantemente com

o dominio D2, como pode-se observar na Figura 4.
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Figura 4: Estrutura da BsEXLX1 ligada a microfibra de celulose. As regides que controlam as
interagdes com celulose e pectina estdo em lados opostos do dominio D2. (Adaptada de
Georgelis et al.55)

As plantas também possuem no genoma proteinas homodlogas as
expansinas e a essas foram classificas como expansina-like A, expansina-like
B de acordo com a familia com que se assemelham.®

Petrella et al. descreveu a existéncia de uma proteina expansina vinda
da bactéria Bacillus subtilis, nomeada de BsEXLX1. Esta enzima possui uma
estrutura semelhante aos das expansinas encontradas em plantas com os dois
dominios caracteristicos das expansinas. A estrutura dessa enzima forma uma
superficie aberta ideal para interagcdo com polissacarideos lineares, como a
celulose, sendo estruturalmente homaéloga ao das expansinas encontradas no
polen do milho e na grama Phelum pratense, ambas pertencentes a familia B-
expansina as quais possuem maior seletividade na expansdo do material
lignoceluldsico encontrados nas gramineas.%8 59

A enzima expansina mostrou-se essencial para a capacidade que
bactéria Bacillus subtilis tem de colonizar as raizes das plantas, e portanto,

acredita-se que uma das fungdes da proteina expansina seja de facilitar a
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interacdo bactéria-planta.®

No final da década de 90 descobriu-se que as expansinas possuiam
sinergismo com as celulases, e a partir dai percebeu-se o imenso potencial que
essas classes de proteinas tinham na desconstrucdo das matérias
lignoceluldsicos.®° Porém a produgédo das enzimas tem se demonstrado um
grande desafio pelo fato das enzimas oriundas de plantas ndo serem expressas
facilmente em sistemas recombinantes. Por isso, o descobrimento das
expansinas que nao eram de origem botéanica foi um grande divisor de aguas
nas pesquisas das mesmas, pelo fato delas serem expressas com menor
dificuldade.®

2.5 Sistema recombinante

A levedura Komagataella pastoris € um dos sistemas de expressao mais
proeminentes sendo empregado na produgdo de proteina heterdlogas.
Algumas de suas principais vantagens sao:

e Simplicidade para sua manipulagdo genética com protocolos bem
estabelecidos®’
e Forte promotor induzivel para controle da producdo da proteina

recombinante®’; 62

e Capacidade da levedura de crescer em altas concentragdes de
densidade na cultura, chegando a passar dos 150 g de peso seco por
litro®"

e Grande capacidade excretoria de proteinas heterélogas®’

e Capacidade de crescer em meios minerais salinos com excrecao de

poucas proteinas enddgenas®’

As técnicas e protocolos da K. pastoris para manipulagdo genética sao
derivadas da Saccharomyces cerevisiae, a qual € um dos sistemas de expresséo
mais bem caracterizados. As linhagens da K. pastoris estao disponiveis como
kits comercias, portanto, sua implementagcdo como sistema de expressao tende
a ser mais direta e simples.®'

Esse sistema de expressao € constituido principalmente pela expressao
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de um conjunto de enzimas responsaveis pela metabolizagdo do metanol. A
maioria dessas enzimas sO sao atuantes na preseng¢a do metanol, incluindo a
principal enzima responsavel pela oxidagdo do metanol em formaldeido,
conhecida como alcool oxidase.

Existem dois genes que codificam para proteina alcool oxidase, o gene
AOX1 e 0 AOX2. O AOX1 é responsavel pela maior parte da atividade da enzima
alcool oxidase, chegando a ser responsavel por mais de 90% da produgao da
enzima. Esses genes sao fortemente regulados por um sistema de repressao e
inducédo, no qual depende da presenca de metanol e auséncia de qualquer forma
repressora de carbono, notavelmente glicose ou glicerol.?

A reacdo ocorre dentro de uma organela conhecida por peroxissoma e
gera peroéxido de hidrogénio, que é toxica a levedura e rapidamente catalisada
pelas enzimas catalases em agua e oxigénio molecular, como representado na
Figura 5.2

Energia + CO,
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/
/ \
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Regeneracéo da

xilulose-5-fosfato
Figura 5: Representagio simplificada da metabolizagdo do metanol dentro do peroxissoma da
levedura K. pastoris. (Adaptada de Bawa et al.?)

O formaldeido gerado entra em uma rota dissimilatéria para gerar energia
através da oxidacdo até formiato e didoxido de carbono, gerando NADH. O

formaldeido restante € condensado com xilulose-5-fosfato para a formacéo de
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gliceraldeido-3-fosfato e diidroxidoacetona que deixam a peroxissoma para a
rota ciclica citoplasmatica responsavel pela formacgéo de gliceraldeido-3-fosfato,
que é um composto central em muitas rotas metabdlicas responsaveis pelo
crescimento celular.®

K. pastoris é geralmente cultivada em meio com concentragdes nao
limitantes de glicerol ou glicose para ganho de biomassa enquanto que reprime
a expressao do gene recombinante. Essa fase é seguida por uma fase de
indugdo com quantidades limitantes de metanol. Glicerol é geralmente o
substrato escolhido por nao reprimir a expressao do promotor e pela nao
expressédo dos genes AOX1, enquanto que a glicose reprimi essa expressao,
mesmo na presenga de metanol.5?

Algumas das desvantagens em se usar esse sistema de expressao € o
fato de metanol n&o ser facilmente mensuravel durante a fermentagao, por ser
inflamavel dificultando o armazenamento de grandes quantidades para

alimentagdo na fermentac3o.53
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3 - Materiais e métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Meios

Preparo do meio YPD 5%:

Para o crescimento de biomassa utilizou-se o meio YPD com 1%

de extrato de levedura, 2% de peptona bacteriolégica e 5% de glicose.

Preparo do meio BYPD 3%, 5% e 7%:
Para o crescimento de biomassa utilizou-se o meio BYPD com 1%

de extrato de levedura, 2% de peptona bacterioldgica e 3%, 5% ou 7% de
glicose em tampéo de citrato/acido citrico 0,1M com os pHs de acordo a

condicao estudada no planejamento experimental.

Preparo do meio YPG 5%:
Para o crescimento de biomassa utilizou-se o meio BYPD com 1%

de extrato de levedura, 2% de peptona bacteriologica, 1,34% YNB, 4x10-

5% biotina e 5% de glicerol em agua destilada.

Preparo do meio BYPG 3%, 5% e 7%:

Para o crescimento de biomassa utilizou-se o meio BYPD com 1%

de extrato de levedura, 2% de peptona bacteriologica, 1,34% YNB, 4x10
5% biotina e 3%, 5% ou 7% de glicerol em tamp&o de citrato/acido citrico
0,1M com os pHs de acordo a condicdo estudada no planejamento

experimental.

Preparo do meio BMMY 0,5%, 0,75% e 1,0%:
Para a fase de indugao utilizou-se o meio BMMY com 1% de extrato

de levedura, 2% de peptona, 1,34% YNB, 4x10°% biotina e metanol
(0,5%:; 0,75% ou 1,0%) em tampéo 0,1 M de citrato e acido citrico com os

respectivos pHs das condicdes.
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3.1.2 Linhagem de levedura

A linhagem X-33 da levedura Komagataella pastoris foi clonada com o

plasmideo pPICZaA com gene heterélogo BsEXLX1 pelos colaboradores da

Embrapa Agroenergia.

3.1.3 Equipamentos

Equipamentos utilizados nas analises e procedimentos:

v

Espectrofotdbmetro Multimodal com absorbancia UV/VIS,

marca Molecular Devices, modelo Spectramax.

v

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia — CLAE, marca Agilent,

modelo 1260 Infinity. Coluna Aminex HPX-87H e detector indice de

refracdo. Fase movel H,SO4 0,005 M, vazdo de 0,6 mL/min, e

temperatura de 45 °C.

v

Shaker orbital de bancada com incubacéao e refrigeragdo, marca
Thermo Scientific, modelo Max 4000.

Biorreator de bancada, marca New Brunswick, modelo
Bioflo/Celligen 115 Benchtop 1,3 L.

Capela de fluxo laminar, marca FilterFLux, modelo FLV960/4.
Centrifuga de bancada refrigerada para frascos de 250 mL, marca
ThermoScientific, modelo Megafuge40R.

Centrifuga de bancada refrigerada para tubos Eppendorf, marca
Herme Labortechnik, modelo Z326K.

Centrifuga de bancada refrigerada para tubos Falcon, marca MPW
MED Instruments, modelo MPW-352R.

Microscopio Trinocular, marca BelPhotonics.

Autoclave Vertical, marca Prismatec, modelo CS capacidade 100
L.

Estufa Incubadora, marca Quimis, modelo Q315M25.

Sistema de eletroforese, marca GE Life Sciences, modelo
Amersham ECL Gel Box.

pHmetro, marca MetroHM, modelo 827 pH Lab.
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3.2 Métodos

3.2.1 Tabelas dos planejamentos fatoriais com as matrizes dos
experimentos

As condicbes das fermentagdes foram executadas seguindo
planejamentos experimentais para a analise de significancia dos efeitos
estudados.

Tabela 1: Planejamento fatorial completo das fermentagdes realizadas em biorreator com Pichia
stipitis a 30°C

Fatores (=) (0) (+)
X1: Frequéncia de Agitagao (rpm) 70 200 330
X2: Concentragao Inéculo/Agucar (%) 5 12,5 20
Xs: pH 4 5 6
Experimento X1 X2 X3
1 - - i,
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 = + +
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 2: Planejamento Experimental 2 com K. pastoris usando glicerol como fonte de carbono
na fase de crescimento da levedura e metanol na fase de indugao.

Fatores () (0) (+)
X1: pH 4 5 6
X2: Concentragao da Fonte de Carbono (%) 3 5 7
X3: Volume (mL) 25 50 75
Xa: Met-OH (%) 0,5 0,75 1,0
Xs: Temperatura (C) 25 30 35
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Tabela 3: Planejamento experimental 3 com K. pastoris usando glicose como fonte de carbono
na fase de crescimento da levedura e metanol na fase de indugao.

Fatores (<) (0) (+)
X1: pH 4 5 6
X2: Concentragcao da Fonte de Carbono (%) 3 5 7
X3: Volume (mL) 25 50 75
Xa: Met-OH (%) 0,5 0,75 1,0
Xs: Temperatura (°C) 25 30 35
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Tabela 4: Matriz de planejamento fatorial completo com cinco fatores dos planejamentos
experimentais 2 e 3 com K. pastoris

Condigoes X1 X2 X3 Xa Xs
1 - - - - -
2 + - - - -
3 = + = = =
4 + + - - -
5 = = + = =
6 + - + - -
7 = + + = =
8 + + + - -
9 - - - + -
10 + - - + _
11 - + = + _
12 + + - + -
13 = - + + -
14 + - + + -
15 = + + + =
16 + + + + -
17 - - - - +
18 + - - - +
19 - + = - +
20 + + - - +
21 - - + - +
22 + - + - +
23 - + + - +
24 + + + - +
25 - ; ; . +
26 + - - + +
27 = + - + +
28 + + - + +
29 = = + + +
30 + - + + +
31 = + + + +
32 + + + + +
Cen1 0 0 0 0 0
Cen2 0 0 0 0 0
Cen3 0 0 0 0 0
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3.2.2 Avaliacdo da influéncia dos principais parametros no
crescimento da Pichia (Planejamento Fatorial 1)

3.2.2.1 Correlacédo da massa de levedura com a densidade 6tica.

Com o objetivo de poder determinar a concentragao de levedura durante
a fermentacao, e dessa forma medir as taxas de crescimento, fez se uma curva
de calibragdo entre a leitura o6tica do espectrofotdmetro e a concentragédo de
leveduras na cultura, através da medigao do peso seco.

Para o calculo do peso seco retirou-se 30 mL da cultura do pré-inéculo e
centrifugou-se a 10000 RPM a 4°C por 5 minutos. Ao término da centrifugacéo,
suspendeu-se as leveduras em agua destilada e repetiu-se a centrifugagao por
mais 2 vezes. Ao término da ultima centrifugagao, colocou-se 10 mL da cultura
com levedura e agua em um prato Petri de vidro. Fez-se isso em triplicata e
deixou-os secando a 70°C até obtencao de peso constante. A Figura 6 mostra
a relacao obtida entre a medicio peso seco medido e a densidade 6tica medida
em diferentes concentragoes.

Ao longo da realizagédo dos experimentos a curva de calibragdo era feita
novamente para verificar eventuais mudancas significativas no comportamento
da correlacao entre a biomassa de levedura e a densidade 6tica, observando-
se que a relacdo permanecia constante, uma vez que a equacido da reta
apresentava o coeficiente angular e a constante de valores com pequenas
variagdes na terceira casa decimal (dados nao apresentados).

0,6

0,5

0,4 g
0.3 Q

0.2 .

Densidade Otica (650 nm)

0,1 »® y = 2,0097x + 0,0211
R?=0,9978
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Peso seco (g/L)

Figura 6: Grafico de correlagdo do peso seco da levedura com a densidade Curva padrdo para
determinagao da concentracéo de levedura.
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3.2.2.2 Crescimento de pré-indculo

Pesou-se na balanga, em um béquer de 250 mL as concentragdes a
quantidade necessaria de extrato de levedura para concentragao de 1% e de
peptona bacteriolégica de 2% nos meios YPD. A solugao foi dissolvida em agua
destilada e homogeneizada com barra magnética e transferida para uma
proveta de 1 L onde se completou para o volume desejado com glicose
dissolvidos para YPD 5%. Completou-se o volume da proveta com agua
destilada até 400 mL. Se fez 4 aliquotas de 100 mL em 4 Erlenmeyers de 500
ml e depois colocado para autoclavar por 20 min juntamente com uma alca de
inoculacéo.

Os Erlenmeyers contendo o meio autoclavado, foram inoculados dentro
do fluxo laminar usando Pichia stipitis para o planejamento experimental 1 ou
Komagataella pastoris geneticamente modificada para os demais
experimentos, todos mantidos em Agar. Os frascos foram entédo colocados para
incubar no shaker a 170 rpm e 30 °C por 24 horas para cultura com YPD.

Apds o crescimento do indculo fez-se a viabilidade de cada uma das
culturas em duplicata, utilizando um fator de diluicdo 1:100. Quantificou-se no
minimo 200 células em cada uma das contagens feitas na Camera de Neubauer,
dividindo-se o numero de células vivas sobre o total de células contadas. A
determinagao da viabilidade da célula foi feita baseada na coloragéo rosada das

células mortas em solucao de eritrosina.

3.2.2.3 Fermentacao no biorreator com Pichia stipitis

Com a OD medida, calculou-se através do uso da curva de calibragao a
quantidade de inéculo para as diferentes concentragdes em relagao a 5% de
taxa de fonte de carbono em 500 mL de meio. Transferiu-se entdo essa
quantidade para frascos de centrifugagcao de 250 mL e os centrifugou a 4700
RPM por 10 minutos em temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e
suspendeu em, 500 mL no meio YP preparado com metanol. Dentro do fluxo
laminar transferiu a cultura para o biorreator.

Programou o biorreator para 30 °C e rotagao de acordo com a condigao
a ser analisada do planejamento 1. Manteve-se registro de pH e controle do pH
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com acido sulfurico e hidroxido de sddio a 1M. Foram ao todo 40 horas de
fermentacéo, recolhendo pontos para amostra a cada 4 horas e em seguida

adicionando.

3.2.3 Avaliacdo da influéncia dos principais parametros no
crescimento da K. pastoris

3.2.3.1 Viabilidade dos clones da K. pastoris

A primeira etapa constituiu em averiguar os resultados de expressao do
clone recebido, para se ter certeza de que estes tinham a capacidade de
expressar a proteina recombinante BsSEXLX1. Realizou-se a fermentagao
seguindo o manual do kit EasySelect Pichia Expression. Foram entregues dois
clones (13 e 18) que obtiveram as melhores taxas de expressao da proteina
recombinante. Além do meio usado para a expressao na clonagem, fez-se a
fermentagao usando YPD.

Para determinar a viabilidade desses clones, foi executada 6
fermentagdes com cada um dos clones entregues pela equipe do LGB da
Embrapa Agroenergia. Ao todo foram executadas 12 fermentagdes nesse
experimento.

Cada fermentacao foi executada em trés partes: crescimento do pré-
in6culo, crescimento da biomassa e indugao por metanol. Para o crescimento
do pré-inéculo usou-se YPD 5%, ja relatado o modo de preparo. Para o
crescimento de biomassa utilizou-se um dos seguintes meios: YPD 5%, BMGY
1% ou BMGY 5%. A etapa da inducido foi realizada com 2 diferentes
concentracdes de metanol em BMMY: 0,5% ou 1,0%.

3.2.3.1.1 Crescimento de pré-inéculo

Repetiu-se o preparo de pré-indculo feito anteriormente, adaptando o
volume do pré-inéculo para 1,5 L suficiente para 12 fermentacbes em

Erlenmeyers.

3.2.3.1.2 Crescimento de biomassa
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O crescimento foi realizado em 6 frascos Erlenmeyers de 250 mL com 50
mL de meio de cultivo em 30 °C e 250 rpm. Para o Crescimento foram utilizados
3 meios diferentes: BMGY 1%, BMGY 5% e YPD 5%, sendo que esse ultimo
também teve um periodo de condicionamento de 12 horas com sorbitol 1%
devido a forte agao repressora que a glicose tem na metabolizagdo do metanol.

A quantidade de biomassa inoculada foi fixa para todas as trés condicoes,
sendo 5% de levedura em relagdo a fonte de carbono de 5% no meio. Em
seguida calculou-se a quantidade de inéculo necessaria através da leitura de
OD a 650 nm e a curva padrao do peso seco.

Em seguida centrifugou-se a quantidade necessaria de cada in6culo a
4700 rpm por 10 minutos em tubos Falcon de 50 mL. Descartou-se o
sobrenadante e suspendeu os pellets em 50 mL do meio a ser fermentado.
Frascos foram colados no shaker que ja estava condicionado em 30 °C sob uma

rotacao de 250 rpm.

3.2.3.1.3 Inducgao

Apos 24 horas de crescimento, as 6 culturas de cada clone foram
transferidas, dentro da capela, para frascos de centrifuga estéreis de 250 mL e
centrifugados a 4700 rpm por 10 minutos. Na capela, descartou-se o
sobrenadante e suspendeu os pellets em meio fresco.

Os 4 frascos contendo BMGY foram suspendidos em BMMY com
concentragdes de 0,5% ou de 1%. Ou seja, um dos frascos com BMGY 1% foi
suspendido com BMMY 0,5% e o outro com BMMY 1%. O mesmo fez-se com
BMGY 5% para ambos os clones.

Para as culturas que cresceram com YPD 5%, a suspenséao foi feita com
50 mL de YP Sorbitol 1%, em ambos os clones, e deixadas fermentando por 12
horas. S6 entdo adicionou-se a essas culturas, dentro da capela, as respectivas
concentragdes de metanol de 0,5% ou de 1%. Amostras foram coletadas a cada
24 h apos a adicado de metanol, com total de 48 horas de indugao para cada

cultura.
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3.2.3.2 Planejamentos Experimentais 2 e 3

3.2.3.2.1 Crescimento de pré-indculo

Repetiu-se 0 modo de preparo do pré-inéculo feito anteriormente,
mudando apenas para YPG 5% as condigbes com glicerol. No meio YPG

adicionou-se biotina 1,34% de YNB sem aminoacidos e 4x10°% de biotina.

3.2.3.2.2 Crescimento de biomassa

Apds o crescimento do indculo fez-se a viabilidade de cada uma das
culturas em duplicata, utilizando um fator de diluicdo 1:100. Quantificou-se no
minimo 200 células em cada uma das contagens feitas na Camera de Neubauer,
dividindo-se o numero de células vivas sobre o total de células contadas. A
determinagao da viabilidade da célula foi feita baseada na coloragéo rosada das
células mortas em solucao de eritrosina.

Para o indculo, primeiramente calculou-se a quantidade de leveduras nas
culturas via espectrofotometria. Retirou-se, dentro do fluxo laminar, 3 amostras
de 1 mL do pré-inoculo, e diluiu-as em 5 mL de agua cada uma, obtendo-se uma
triplicata de diluicdo 1:6. Fez-se uma diluicdo em série de 1:6 dessas amostras
em outros 3 tubos de ensaio, obtendo-se no final 3 amostras diluidas a 1:36.

Fez-se a analise da OD dessas 3 amostras a 650 nm no
espectrofotdmetro. Substituiu a média obtida dessas 3 leituras na equacgao da
curva de calibragao do peso seco para obtengdo da concentragao de leveduras.
Multiplicou-se esse valor pela taxa de diluicdo e pela quantidade em litros do
pré-inoculo para obtengdo da concentragao de leveduras no meio em gramas
por litro. Multiplicou-se essa concentracido pela taxa de viabilidade calculas
anteriormente para determinar a concentragao de células viaveis.

A quantidade de in6culo era baseada na concentracido da fonte de
carbono no meio. Esse calculo era feito através de uma regra de 3 simples,
sendo a concentracao do inéculo 12,5% em relagdo a quantidade da fonte de
carbono, que variava entre 3%, 5% e 7% do volume do meio.

Dentro do fluxo laminar, distribui-se a quantidade de indculo necessaria
em tubos Falcon de 50 mL estéreis, e os centrifugava a 4700 rpm por 10 minutos

em temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante, e suspendeu os
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pellets no meio a ser fermentado, transferindo-os a frascos Erlenmeyers de 250
mL previamente autoclavados. Retirou-se aproximadamente 1 ml de amostra na
0, 2, 4 e 24 horas para medi¢cdo de OD e quantidade de proteinas soluveis no
sobrenadante.

Apds 24 horas de fermentacao, dentro do fluxo laminar, transferiu-se a
cultura para um tubo de centrifugagdo de 250 mL e a centrifugou a 4700 rpm.
Descartou-se o sobrenadante e suspendeu o pellet em BMMY 0,5% ou 1%, de
acordo com a condi¢ao do planejamento.

3.2.3.2.3 Inducéo

As condi¢bes de temperatura, pH, agitagdo e volume do meio eram
idénticas as realizadas durante a fase de crescimento de biomassa. Retirou-se
aproximadamente 1 mL de amostras a cada 24 horas a partir do inicio da
Inducdo, que foi realizada por 48 horas no total.

3.2.4 Determinagao da concentragao de produtos e substratos

Para todos os experimentos utilizou-se os métodos de precipitagcado
proteica, Bradford e SDS-PAGE para a quantificacdo e qualificagdo das
proteinas expansina expressa.

3.2.4.1 Analise de HPLC

Preparou-se as amostras das condicbes para serem analisadas em
HPLC a fim de determinar a concentragcdo exata de Etanol e Glicose nos
sobrenadantes congelados.

Para a curva padrao (dado ndo mostrado) pesou-se em um béquer de
10 mL, uma solugéo padrao de Etanol e Glicose. Foram pesados 0,132 g de
Glicose Padrao na balanga. Dilui-se a Glicose em aproximadamente 10 mL de
agua Milli-Q e transferiu-se a solugéo para um baldo volumétrico de 25 mL. Para
a obtencdo da quantidade de Etanol necessaria para a concentragéo de 5 g/L,
assumiu-se a densidade do etanol em 0,790 g/cm® a 99,5% de pureza.
Dividindo o peso de interesse 0,125g de Etanol pela densidade obtém-se o

volume necessario, que € de 158 uL. Na capela, adicionou-se entao 158 uL,
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usando uma micropipeta P200, de Etanol Padrdo a 99,5% de pureza e
adicionou a solugao de glicose no baldo. Completou-se o volume do baldo em
25 mL com agua Milli-Q.

Separou-se 6 tubos de ensaios para diluigdo em série, enfileirando-os
em um suporte para tubos de ensaio. A partir do segundo tubo de ensaio
adicionou-se 2 mL de agua Milli-Q. Colocou-se 2 mL da solugdo padrdo no
primeiro tubo vazio, e 2 mL de solugdo padrao no segundo tubo que continha 2
mL de agua Milli-Q. A partir desse segundo tubo, tirou-se 2 mL da solugéo e
colocou-a no tubo adjacente, onde se homogeneizou com a agua presente.
Entdo, 2 mL da solugdo no tubo homogeneizado era transferido para o tubo
adjacente seguinte e o processo era repetido até o ultimo tubo, onde esse
terminava com 4 mL de solucéo.

Descongelou-se as amostras dos sobrenadantes das condigdes 9 e 12
a serem analisadas e adicionou-se 100 uL para os respectivos vials de HPLC.
Em cada vial adicionou-se 900 uL de agua Milli-Q, tendo dessa forma diluido
cada amostra em 10 vezes, afim de que as concentracdes de leitura no HPLC

estejam dentro dos parametros medidos na curva de calibragéo.

3.2.4.2 Precipitagao proteica com TCA

Adicionou solugao TCA em amostra equivalente a 10% nas amostras.
Para isso, transferiu-se 300 uL das amostras em um tubo Eppindorf diferente e
adicionou-se 33,3 uL de TCA.

Homogeneizou-se amostras invertendo com vortex de bancada e
colocou amostras no banho de gelo por 1 hora. Apés o banho, centrifugou-as
por 15 minutos a 14000 rpm na centrifuga a 4 °C.

Removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de Acetona PA.
Homogeneizou-se as amostras invertendo 3 vezes e centrifugou as novamente
na centrifuga por 15 minutos a 14000 rpm. Repetiu essa etapa por mais 2 vezes.
Deixou amostras secando por 30 minutos e suspendeu em 100 uL em tampao
citrato preparado para analise por Bradford.
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3.2.4.3 Determinacéo de proteinas soluveis por Bradford

Utilizou-se a curva padrdo da Figura 7 para a determinagdo da
concentracao proteica.
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Figura 7: Grafico de correlagdo da absorbancia com reagente de Bradford em relagéo
concentragao de BSA.

Preparo solucéo citrato de sédio 0,1 mol/L:

Em um béquer de 250 mL, na balanga pesou-se 14,705 g de Citrato de
sédio e dilui-se em aproximadamente 200 ml de agua Milli-Q. Transferiu-se
solucao para uma proveta de 500 mL e completou-se o volume em 500 mL com
agua Milli-Q.

Preparo solucio de acido citrico 0,1 mol/L:

Em um béquer de 250 mL, na balanga pesou-se 10,507 g de acido citrico.
Dilui-se em aproximadamente 200 mL de agua Milli-Q sob agitagcdo magnética.
Transferiu-se a solugao para uma proveta de 500 mL e completou-se o volume
para 500 mL com agua Milli-Q.

Preparo tampéao citrato de sédio/ acido citrico pH 5,0:

Transferiu-se toda a solugao de citrato de sddio para um béquerde 1L e
sob agitagdo magnética foi-se adicionando acido citrico até obter-se leitura do
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pH = 5,00 usando o pHmetro. Transferiu-se solugao para um frasco reagente de
1 L e armazenou-se a 4 °C.

Em uma placa de ELISA adicionou-se em triplicata 5 uyL de amostras com
tampao de citrato e 250 pL de reagente Bradford da marca Sigma Life Sciences.
Apds 10 minutos da adigdo do reagente, mediu-se a OD de cada pocinho a 595

nm no espectrofotdmetro.

3.2.3.4 Eletroforese

Preparo de Tampao de amostra:

Pesou-se na balanga analitica 0,02 g de azul de bromofenol. Adicionou-
se 1 mL do tampao Tris-Base, 4 mL de SDS 10% e 2,5 mL de glicerol 80%, 160

pL de B-mercaptoetanol.

Preparo de solucdo corante Coomassie R-250:

Em um béquer de 50 mL pesou-se 1 g de azul de coomassie R-250 na
balanga. Dissolveu, usando uma barra magnética, em 50 mL de agua. Dentro
da capela, transferiu-se para uma proveta de 100 mL e completou o volume em
100 mL com agua destilada.

Preparo de solucéo de fixacao:

Em uma proveta de 500 mL adicionou-se 200 mL de etanol 98%; 50 mL
de acido acético e completou-se o volume a 500 mL com agua destilada e

transferiu-se para um frasco reagente de 500 mL.

Preparo de solucdo de descoloracéo:

Em uma proveta de 500 mL adicionou-se 125 mL de etanol 98% 40 mL
de acido acético e completou-se o volume a 500 mL com agua destilada e
transferiu-se para um frasco reagente de 500 mL.

Retirou-se o gel da marca GE de 15 pocos e gradiente 4-12% da
geladeira e lavou-o com agua destilada para a remogao do excesso de tampéao.

Com os 25 pyL de amostras restantes, fez-se a analise qualitativa da
expressao das proteinas via SDS-PAGE. Adicionou-se 25 yL de tampao de
amostra contendo azul de Coomassie e colou amostra em banho com agua
fervente por 5 minutos. Adicionou 20 pL de cada amostra no gel de eletroforese.

Ajustou caixa de forga para 160 Volts por aproximadamente 70 minutos.
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Apods o término da eletroforese, lavou-se o gel para tirar o excesso de
tampao com agua destilada e submergiu-o na solugao fixadora dentro de um
Tupperware e deixou 30 min sob agitagcdo de 50 rpm. Descartou-se solugao
fixadora, e adicionou-se solugcédo corante azul de Coomassie por 10 min sob
agitacdo de 50 rpm no shaker. Em seguida, descartou-se solugdo corante e
adicionou-se solugao de descoloracao e deixou no shaker a 50 rpm até a atingir

descoloracgao ideal do gel.
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4 - Resultados e discussoes

4.1 Avaliacao da influéncia dos principais parametros no
crescimento da Pichia

O planejamento experimental 1 foi feito utilizando variaveis que podem
ser expressivas para a determinacao tanto do crescimento da Pichia como da
producgao de biomoléculas. O planejamento fatorial completo 23 com réplicas no
ponto central € empregado para a determinacdo de quais fatores afetam de
forma significativa o crescimento e a fermentagdo como um todo.

Os resultados dos experimentos realizados com base neste
planejamento de experimentos ser&o utilizados para subsidiar as tomadas de
decisdes em relagao as condicdes de fermentacao para a produgao da proteina
expansina que sera sintetizada pelo microrganismo hospedeiro. Os ensaios
foram conduzidos com Pichia stipitis devido a indisponibilidade da
Komagataella pastoris (N. B. a transformac&o da Komagataella pastoris ocorria
ao mesmo tempo em que estes experimentos foram realizados).

Os 3 fatores estudados foram pH, oxigenagao/agitagéo e concentragao
de indculo, e as condigdes experimentais com as respectivas interacdes dos
fatores sdo encontradas na Tabela 1. Esses fatores foram escolhidos de acordo
com o observado e sdo 0s mais propicios a afetarem o crescimento e a
viabilidade da Pichia em um sistema fechado de fermentac&o.®* Apesar de
temperatura ser um fator importante, este fator sera estudado com outras
interacdes ja na linhagem da K. pastoris X-33 posteriormente.
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As fermentacdes foram realizadas em um biorreator utilizando-se 500 mL
de YPD 10% como meio de cultura, seguindo o procedimento experimental
descrito no Capitulo 3. Este planejamento contempla também uma triplicata no
ponto central para a determinacao do erro experimental e avaliacdo do efeito
nao-linear de curvatura (contribuicdo quadratica no ponto central do plano
experimental).

4.1.2 Curva de crescimento para o planejamento experimental 1

Os resultados obtidos para o crescimento celular, que estao
apresentados na Figura 8, apresentaram seu maior crescimento até as 12 horas
de fermentacao, possivelmente devido a limitacao de .
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Figura 8: Concentragcdo de biomassa durante as fermentagdes realizadas por 40 horas em
biorreator com Pichia stipitis.

Pode-se observar que as culturas com as condigdes centrais com 12,5%
de indculo atingiram a mesma concentragao de levedura que as condigdes que
foram inoculadas com 20%. Houve também um declinio menor da concentragao
ao longo do tempo apds essas culturas terem atingido o pico, que foi em torno
de 16 horas de fermentagdo. Esse declinio pode ser devido a morte celular
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acontecendo apés o consumo total da glicose, significando que as culturas do
ponto central tém o potencial de estarem mais viaveis ao reciclo.? O reciclo é
uma técnica amplamente usada em processos industriais de fermentacao para
obtencdo de maiores concentragdes celulares e maiores quantidades de
biomoléculas. Esse processo, também conhecido na industria como Melle-
Boinot, consiste na recuperagcado das leveduras através da centrifugagao e

reuso como indculo da proxima fermentagdo.®

4.1.2.1 Analise da significancia dos fatores e suas interagdes na
formacgao da biomassa

A avaliagdo da significancia dos efeitos (pH, oxigenagao/agitacéo e
concentragdo de inoculo) foi realizada com base em analise de variancia
(ANOVA) com o auxilio do programa da StatSoft Statistica 10. A Figura 9A
apresenta o diagrama de Pareto para efeitos normalizados com relagdao a
biomassa, considerando o ponto equivalente a 40 h de fermentagado. Todos os
valores a direita de “p” (critério de significAncia estatistica que indica a
magnitude minima para que um efeito seja considerado significativo) sao
maiores que o erro padrdo, ou seja, significativos. O teste ANOVA mostrou
96,7% de confiabilidade que somente o efeito 2 (concentragdo de inoculo) &
significativo para a concentragao de biomassa. O nivel de confianga para essas
analises foi de 95% (p < 0,05).

Durante toda a fermentacdo, a unica variavel que apareceu como
significativa, ou seja, aquele que influencia mais na concentragao de biomassa,
foi a concentracdo de inoculo. Esse fator apresenta um valor positivo, que
significa que quanto maior a concentragdo inicial de inoculo, maior foi a
concentracao final de leveduras.

Os dados experimentais obtidos com base no planejamento fatorial
podem ser descritos por um modelo de regressao linear multipla que leva em
consideragdo as variaveis de processo, representado genericamente pela
Equacéo 1.

k
Y, =by+ Y bx, +¢ j=12...,n (1)
i=1
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onde, y; representa as variaveis dependentes (resposta) na condigdo
experimental j, b; (i = 0, 1, ..., k) sdo os coeficientes de regressao linear, x; sao
as variaveis independentes onde & € o erro associado a cada condigédo

experimental .

Desta forma, os coeficientes de regressao b; foram estimados com base
no método dos minimos quadrados, cuja fungao objetivo a ser minimizada pode
ser expressa de acordo com a Equacao 2.

n ) n k 2
3=2¢ :Z(y/ by +Zb,-X,-,-j (2)
i=1 1 i=1

A Figura 9B mostra a capacidade de predi¢ado do modelo com relagao ao
consumo de biomassa (CB). Observa-se que o modelo linear descreve bem os
dados experimentais. Se considerarmos apenas o efeito dominante
(concentragao de inéculo), 0 modelo de regressao pode ser expresso como:

CB=849+2.16- X, 3)

39



(2)x2 IIIIIIIII.III 6.706999
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1by2 .0069388 J
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p=.05
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Valores Observados
Figura 9: Diagrama de Pareto para efeitos normalizados com relagéo ao consumo da biomassa
(A) e Predicao do modelo de regressao (B) para 40 horas de fermentacao.

4.1.3 Analise do consumo da glicose via HPLC

O consumo da glicose para as fermentagdes realizadas no planejamento
experimental 1 estdo representadas na Figura 10. Como pode-se observar, as
fermentacgdes relativas aos experimentos 7 e 8 (20% de indculo inicial e pH igual
a 6) apresentam consumo total de glicose com 12 horas reacédo. Os
experimentos 3 e 4, que tinha 20% de indculo inicial e pH = 4 levaram em torno

de 16 horas para o consumo total, que foi o mesmo tempo requerido para as
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condicbes do ponto central, indicando que o pH mais acido desfavorece o
consumo mais rapido da glicose. No entanto observa-se que nas 12 horas, a
fermentacao referente ao experimento 4, ainda apresentava niveis de glicose
consideravelmente abaixo do experimento 3, sugerindo que a frequéncia de

agitacdo mais alta favoreceu o consumo mais rapido de glicose.
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Figura 10: Grafico do consumo de glicose ao longo das 40 horas de fermentagéo de todas as
condigdes do planejamento experimental 1 com Pichia stipitis.

Também se observa que todos os experimentos com 5% de indculo
inicial demoraram mais de 20 horas para consumir toda a glicose, sendo que
nos dois experimentos com rotagao a 70 rpm, condi¢cdes 1 e 5, a glicose nao foi
consumida totalmente, mostrando que a concentracao inicial de inéculo e
rotacdo baixas sao condi¢cdes ineficazes quanto ao aproveitamento do
substrato glicose. Entre os experimentos com 5% o0s 2 experimentos com
rotagcdo de 330 rpm, condicdes 2 e 6, se destacaram no maior consumo de
glicose. Na comparagao entre as condi¢des com 20% de indculo, a rotagéo

pareceu nao surtir muito efeito sobre o consumo de glicose, pois todas ja tinham
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praticamente consumido por completo as 12 horas de fermentacéo.

4.1.3.1 Analise da significancia dos fatores e suas interagdes no

consumo da glicose

Fez-se o diagrama de Pareto de efeitos padronizados e ANOVA para as

concentragdes de glicose medida ao longo da fermentagéo, apresentado na

Figura 11.
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Figura 11: Diagramas de Pareto para efeitos normalizados com relagdo ao consumo de glicose
das 12, 16, 28 e 40 horas de fermentagao.

Existe uma grande dinamica das significancias das variaveis durante a

fermentacao. O fator dominante nas primeiras 12 horas foi concentracdo de

inoculo (X2), mostrando quanto maior a concentragdo menor a concentragao de

glicose no meio. Destaca-se também que no tempo de 12 h o regressor

curvatura (dcurv) também contribui para descricao do processo.

A partir das 16 horas de fermentacao todos os fatores e suas interagoes,

com excecdo do pH (Xs), mostram significancia estatistica. Embora a

concentragao inoculo (resposta negativa) corresponda ao regressor de maior
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contribui¢do, a frequéncia de agitagao (rotagcdo, X1) e a curvatura apresentam
efeitos, também com resposta negativa. Ja a interagao binaria de X1 e X2, além
de X1 e X3 apresentam resposta positiva. Por fim, observa-se que iteragdes do
tipo binaria (entre X2 e Xs) e ternaria (entre Xi, X2 e Xs3) também s&o
significativas, cujos regressores exibem resposta negativa. Embora o pH n&o
apresente significancia estatistica, considerando um nivel de confianga de 95%,
sua contribuicao no modelo de regressao nao pode ser negligenciada, dado a
significancia do seu efeito combinado as demais variaveis de processo X1 e Xo.
Desta forma, € razoavel considerar que quanto menor o pH, menor a taxa de
consumo da glicose.

Observa-se que no tempo de fermentagao equivalente a 28 h todas as
variaveis de processo sao significativas estatisticamente, além de todas as
interagdes binarias e da interagéo ternaria. Ja no tempo de 40 h, o regressor
mais importante diz respeito ao efeito combinado entre X1 e X2, apresentando
resposta positiva. Por outro lado, destacam-se os regressores com resposta
negativa e significancia estatistica X1, X2 € dcurv.

A Figura 12 mostra as predi¢des do modelo de regressao com relagao
ao consumo de glicose (CG) ao longo do tempo. Em todos os casos analisados,

os dados experimentais sdo bem preditos pelo modelo.

43



40 v 30
R? = 0,997 R? = 0,999
35 S 1.
25 &7
30 '
20
2 2
£ £
Qo 20 g 15
a [
" (%]
g 15 g 10
= o
> 10 s
5
5
0 Y P
12 horas 16 horas
5 5
5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 5 0 5 10 15 20 25 30
Valores Observados Valores Observados
16 7
R?= 1,000 2
14 6
12
5
2 £
] ©
o g 9]
o 2
a e 3
w w
[ 2
o o
© 5 2
> a4 >
1
2 A
0 0 /E
28 horas A 40 horas
2 -1 Zad
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 1 0 1 2 3 4 5 6 7
Valores Observados Valores Observados

Figura 12: Predigdo do modelo de regressao linear multipla para consumo de glicose ao longo
do tempo de fermentagao

Apenas como exemplo ilustrativo a condicdo de 28 h é tomada como
exemplo, dado que todas as variaveis e suas interagcdes binarias e ternaria
apresentaram efeito significativos para um intervalo de confianga de 95%. Desta
forma, consumo de glicose é dado por:

CG=4.06-5.29-X,-7.99- X, +0.96- X, +5.43- X, - X,

4
+1.61-X,- X, -1.09-X,- X, -1.74-X,- X,- X, -7.86-5,,, )
onde
|1 se o ponto corresponde ao ponto central (5)
“v 10 demais pontos experimentais
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4.1.4 Analise da producao do etanol via HPLC

4.1.4.1 Normalizacao dos dados do etanol

Para a analise estatistica dos resultados fez-se necessario a
normalizagédo dos dados. Usou-se a férmula com o potencial maximo de glicose

de acordo com o que foi medido pelo HPLC, representada por:

EM _E/

E-_Eu-E
0,51-G, —E,

(6)

Onde, E corresponde a concentragdo de etanol normalizada, Ey e E
sdo as concentragdes de etanol medida (ao longo do tempo) e inicial,
respectivamente, e G, diz respeito a concentragao de glicose inicial.

Os dados foram contrastados com a condigdes de mesma agitagao e de
mesmo pH, como apresentado nas Figura 13 a 15.

A Figura 13 foi construida fixando-se o pH e variando-se as rotagdes e
concentragao inicial de indculo, assim espera-se observar de forma mais clara
a relacao entre a variacado de rotacao e concentracao inicial de inéculo com a
producao de etanol. Nota-se na Figura 13A que o fator com maior significancia
para a producao de etanol foi a concentragéo do inéculo, sendo os de pH igual
a 4 com maior producdo se comparado aos da mesma concentracdo com pH
igual a 6. Na Figura 13B, nota-se que nos experimentos com alta rotagéo a
producédo de etanol em relacdo a quantidade de acucar foi maior com pH = 4.
Resultado semelhante ao encontrado para a rotagao de 70 rpm, sendo que para
uma rotacdo maior a quantidade de etanol produzida parece ser mais

influenciada pela variagao de pH do que pela concentracao inicial do indculo.
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Figura 13: Produgédo normalizada de etanol das condigbes de fermentagdo do planejamento
experimental 1 no biorreator organizadas em rotagdo de 70 rpm (A) e 330 rpm (B).

Observa-se que as leveduras nas condigbes da Figura 13(A), que
apresentaram menor producdo de etanol, ndo consumiram por completo a
glicose apés as 40 horas de fermentagdo, como demonstra a Figura 10.
Conclui-se, portanto, que a menor produgdo de etanol das condigdes com
indculo inicial de 5%, observado na Figura 13(A), é atribuido a insuficiente
concentragao de leveduras para se fermentar todo a glicose disponivel.

A Figura 14A mostra uma inverséo da significancia da rotagdo quando
comparados os experimentos de mesma concentragdo. Em concentragdes a
20%, o experimento com 70 rpm produziu mais etanol. Ja nos experimentos
5%, houve maior produgcdo no experimento a 330 rpm. No entanto, se
considerarmos o crescimento da biomassa, veremos que existe uma grande
diferenga entre as reagcbes com 5%, o que ndo ocorre com o0s outros 2
experimentos.

Esse comportamento deve-se provavelmente ao fato da Pichia ser
Crabtree-negativa, ou seja, a fermentagdo alcodlica s6 acontece quando nao
ha oxigénio suficiente no meio. A maior concentracdo de leveduras diminui a
disponibilidade de oxigénio, levando a levedura a produzir mais etanol. Como
foi observado na Figura 8, uma maior rotagdo promoveu um maior crescimento
das leveduras, o que pode ter diminuido a disponibilidade de oxigénio no meio.

Em contraste, a Figura 14B mostra o perfil da produgdo de etanol
praticamente idéntica quando comparadas as fermentacbes a 5%. Se
compararmos as curvas de crescimento dessas duas fermentagdes, veremos

que seu crescimento ocorreu de forma semelhante, nos levando a conclusao
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de que a essas condig¢des (pH =6 e inéculo a 5%) a diferenca de rotagao parece

nao influenciar nem o crescimento de biomassa e nem a producao de etanol.
De forma geral, o pH mais acido proporcionou as maiores taxas de

producao de alcool, levando em conta a quantidade inicial de glicose medida.
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Figura 14: Produgéo normalizada de etanol das condi¢des de fermentacdo do planejamento
experimental 1 organizadas em pH =4 (A) e pH =6 (B).

Por fim a Figura 15 mostra a comparagao entre os pontos centrais
realizados em triplicata para a determinacao do erro padrao das curvas de
concentracdo mostradas. Também buscou-se comparar a producao de etanol
nessas condi¢gdes com as outras do planejamento 1.

De modo geral, as concentragdes normalizadas de etanol seguiram o
perfil dos respectivos graficos de crescimento de biomassa. Os graficos com
maior concentracdo de indculo, incluindo os pontos centrais, obtiveram uma
taxa de producao alta nas primeiras 12 horas, vindo a se estabilizar com pouco
aumento apos as 12 horas. As condicdes com baixa concentracido de indculo,
a 5%, obtiveram uma taxa de produgdo quase que constante durante todo o
curso da fermentacéo, a unica excegao foi a condigéo 2 (330 rpm, 5%, pH = 4),
onde o pico de producdo aconteceu as 24 horas, se estabilizando apds isso.
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Figura 15: Grafico da produgdo normalizada de etanol em triplicata do ponto central do
planejamento experimental 1.

4.1.4.2 Analise da significancia dos fatores e suas interagcbes na
producao do etanol

No software StatSoft Statistica 10 fez-se a analise estatistica das
variaveis significantes do planejamento quanto a produgdo de etanol, cujos
dados foram normalizados anteriormente.

Como pode-se ver na Figura 16, o unico fator significante para a
producao de etanol até as 20 horas de fermentacdo foi a concentracdo de
in6culo inicial, sendo quanto maior a concentracao, maior a producao de etanol.
A partir das 24 horas, o pH mais acido passou a ser o fator determinante.
Nenhuma das interacbes das variaveis estudadas demonstrou-se significante
em nenhum momento das fermentagdes.

Este resultado esta de acordo com as observacdes feitas com a analise
de Pareto com a glicose, que mostrou que com pH acido ha maior consumo de
glicose.
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Figura 16: Diagramas de Pareto para efeitos normalizados com relagdo a produgao de etanol
normalizado das 20, 24 36 e 40 horas de fermentagao.

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

A capacidade de predicdo do modelo de regresséo linear € apresentada

na Figura 17. Embora os coeficientes de correlagdo (0.93 < R? < 0.99) sejam

menores do que aqueles apresentados na Figura 12, o modelo descreve

relativamente bem a produg¢ao de etanol (PE) ao longo do tempo. A Equacgéao 7

exemplifica a forma do modelo, considerando o tempo de 36 h e apenas os

efeitos significativos determinados com base em um intervalo de confianca de

95%.

PE=1.20+0.28- X, -0.36- X, —0.40-,

curv

(7)
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Figura 17: Predicdo do modelo de regresséo linear multipla para a produgao de etanol ao longo
do tempo de fermentagao.

4.1.5 Avaliacao do oxigénio dissolvido

Fez-se uma avaliacdo do efeito que a mudanga de agitagdo tem no
oxigénio dissolvido no meio devido ao perfil semelhante de crescimento e
producao de etanol que algumas condi¢gdes com diferente agitagdo obtiveram,
principalmente as apresentadas na Figura 10. Fez-se, portanto, uma reacgao
com meio YPD 5% estéril com as mesmas agitagdes previstas no planejamento
experimental.

A Figura 18 mostra o perfil do oxigénio dissolvido nos ensaios realizados.
Fez-se o registro de pH, frequéncia de agitacdo e oxigénio dissolvido a cada
minuto em 3 corridas corrida de 40 horas, nas 3 agitagdes avaliadas de acordo
com o planejamento experimental. Apds a primeira corrida de 40 h a 70 rpm,
esperou-se o nivel de oxigénio voltar para a medigao inicial, e iniciou-se a
segunda corrida a 200 rpm de frequéncia de agitagcdo. Repetiu-se o

procedimento e iniciou-se 0 monitoramento de oxigénio dissolvido a 330 rpm.
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Figura 18: Medicao de oxigénio dissolvido do meio YPD 5% em fungao de frequéncia de agitagédo
especifica do agitador ao longo de 40 horas.

Para saber se existe uma relagao linear entre o nivel de oxigénio
dissolvido e a agitagao, obteve-se a equagao da reta das trés velocidades no
tempo de 10 h, considerando que o sistema se encontrava em estado
estacionario para a concentragdo de oxigénio dissolvido. A relagao linear pode
ser constatada com alto grau de confiabilidade como mostra a Figura 19.

Essa relagao linear com alto coeficiente de determinacdo nos permite
concluir que os aumentos de agitagdo no meio realizados no planejamento
experimental anterior teriam sido suficientes para aumentar a quantidade de
oxigénio dissolvido no meio. As aparentes limitagdes de crescimento e aumento
de producdo de etanol, indicando condigbes anaerdbicas, em alta rotacéo
podem entado ser atribuidas a elevada concentracio de leveduras no meio.
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Figura 19: Relacgéao linear da dissolugdo do oxigénio em fungdo da agitagado durante a décima
hora de medicao.

4.2 Viabilidade dos clones de Komagataella pastoris

A producao da proteina expansina foi realizada utilizando a linhagem X-
33 com o vetor pPICZaA contendo o gene heterélogo da expansina BsEXLX1.
Com essa linhagem, realizou-se um experimento utilizando glicose, pois esta
fonte de carbono apresentou boas concentragdes de leveduras no planejamento
1. Porém a glicose é forte repressora do promotor AOX1 usado para e expressao
da proteina recombinante em metanol.®® Para aliviar os efeitos repressores da
glicose, foi feito um condicionamento por 12 horas com sorbitol a 1%.5”

Por conta do sorbitol ser uma matéria-prima de alto valor agregado, fez-
se também experimentos utilizando glicerol como fonte de carbono. Escolheu-
se, portanto, o uso do meio BMGY encontrado no manual Pichia EasySelect da

Invitrogen.

4.2.1 Curva de crescimento do clone 13 da K. pastoris

A Figura 20 mostra a curva de crescimento da K. pastoris em todas as
fermentacdes feitas para esse experimento. Observa-se que houve uma perda
de biomassa quando se efetuou a lavagem das células para a troca do meio. A
lavagem constitui-se na centrifugacao do cultivo e a suspengéao do pellet obtido
em um novo meio. Todos os cultivos atingiram niveis semelhantes de
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concentragdo. A adicdo de sorbitol 1% antes da adicdo de metanol aparenta
nao ter tido nenhum efeito no crescimento em comparagdo ao meio com

somente metanol.
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Figura 20: Curva de crescimento das fermentagdes do clone 13. G1 representa glicerol 1%; G5
glicerol 5%; S glicose a 5% e posteriormente sorbitol a 1%. M representa metanol a 1% ou a
0,5%.

4.2.2 Curva de crescimento do clone 18 da K. pastoris

A curva de crescimento do clone 18, mostrado na Figura 21, segue no
geral o mesmo padréo das fermentag¢des com o clone 13, com excegao apenas
da fermentagdo com glicerol 1% e metanol 1%, onde ndo houve diminuigdo da
concentragao celular, apenas uma estagnacgéao do crescimento apds a adigéao
de metanol. Comparando novamente com as fermentacbées com o clone 13
(Figura 20) as fermentagbes com o clone 18 (Figura 21) demonstra maior
variabilidade nas concentracdes de levedura apdés o inicio da fase de inducéo

a metanol.
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Figura 21: Curva de crescimento das fermentacgdes do clone 18. G1 representa glicerol 1%; G5
glicerol 5%; S glicose a 5% e posteriormente sorbitol a 1%. M representa metanol a 1% ou a
0,5%.

4.2.3 Determinacdo das proteinas soluveis por Bradford

Como mencionado em materiais € métodos a quantificagao de proteinas
foi feita através de Bradford usando a curva padréo da Figura 6 e as medi¢des
dessas concentragdes proteicas encontram-se na Figura 22.

Pode-se observar na Figura 22 que nao houve diferenga expressiva na
producao de proteinas soluveis no sobrenadante entre os clones 13 e 18. Os
dois maiores niveis de produg&o ocorreram com glicerol a 5% e metanol a 0,5%.
Os menores niveis ocorreram com glicose/sorbitol e metanol a 5% para o clone
13 e glicerol a 1% com metanol a 0,5% para o clone 18.
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Figura 22: Concentragéo de proteinas soluveis. Os numeros em frente referem-se ao clones 13
ou 18. G1 refere-se a glicerol 1%; G5 refere-se a glicerol 5%; S refere-se a glicose 5%. M1 refere-
se a metanol 1%; M% refere-se a metanol 0,5%.

4.2 .4 Avaliacao das proteinas soluveis presentes no sobrenadante
dos clones 13 e 18

Confirmou-se a expressao das expansinas através do SDS-PAGE do
sobrenadante apds 48 horas de indugao, concentrando-os a 10X com TCA.
Como pode-se observar na Figura 23, existe apenas uma banda dominante de
proteina para cada fermentacdo na faixa de 22 kDa, perto dos 24 kDa
esperado.5?

Com base nesses resultados pode-se assumir que a quantificagdo de
proteinas por Bradford do sobrenadante esta relacionada a expressao da
proteina expansina, contendo quantidades minimas de proteinas enddégenas da
K. pastoris.

Foi observado que para os diferentes meios de cultivo houve a expressao
da proteina expansina. Como primeiro passo para a otimizacdo da producao
algumas variaveis devem ser avaliadas e comparadas entre si, optou-se por um
novo planejamento de experimental.
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Figura 23: Gel SDS-PAGE das proteinas soluveis. Os numeros em frente referem-se ao clone.
G1 refere-se a glicerol 1%; G5 refere-se a glicerol 5%; S refere-se a glicose 5%. M1 refere-se a
metanol 1%; M% refere-se a metanol 0,5%.

4.3 Planejamento experimental com Komagataella (Pichia)
pastoris

Pelo fato de ter se obtido expressao com o uso de glicerol e glicose,
optou-se por fazer 2 planejamentos fatoriais, usando separadamente essas
fontes de carbono. No entanto decidiu-se nao repetir o condicionamento de
sorbitol pelo fato de ser de alto valor e por nao ter apresentado nenhum ganho

significativo de expressao em relagao a produgao com glicerol.

4.3.1 Planejamento experimental 2 com glicerol

Apds a obtengcdo da expressdo da expansina BsEXLX1 em
Komagataella pastoris, fez-se um planejamento experimental para se ter maior
entendimento de qual dos fatores e suas interagbes sao significativos na

produgao de enzima expansina.
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Assim como no experimento anterior, as fermentacdes foram divididas
em trés etapa: Pré-in6culo, crescimento de biomassa e indugao de acordo com
o experimento feito anteriormente.

Buscou-se com esse planejamento (Tabelas 2 e 4) determinar os efeitos
dos principais fatores responsaveis para a boa expressdo de proteinas
recombinantes, sendo que os niveis dos fatores foram definidos também de
acordo com os valores aceitaveis na literatura e no manual do kit EasySelect
Pichia Expression.®®

Como mostra a Tabela 2, o planejamento fatorial 2 foi um planejamento
fatorial completo 2°. Variando o pH, taxas de concentracdo de glicerol durante
o crescimento, o volume do meio, a concentracdo de metanol durante a fase de
inducao e a temperatura.

Manteve-se fixo a concentragao de indculo em relagdo a quantidade de
glicerol, a 12,5%, e a agitacdo do meio, a 250 rpm. Observou-se que 0s
tampdes n&do conseguem segurar o pH devidamente. Todas as culturas
terminaram as fermentagdes com pH acima de 6 e abaixo de 8. As condi¢des
com glicerol apresentaram excelente crescimento de leveduras, chegando a
atingir concentracdes perto de 30 g/L.

As curvas de crescimento foram divididas em duas, uma contendo a fase
de crescimento em glicerol (Figuras 24 ) e a outra a fase de indugédo a metanol
(Tabela 5). Também se agrupou os graficos nas condi¢cdes de mesma
temperatura, sendo os 2 primeiros graficos apresentados na condigdo 25 °C
(Figura 24), seguidos pelos 2 graficos da condigdo do ponto central a 30 °C
(Figuras 25 e 26), e por fim os dois da condi¢do de 35 °C (Figura 27).

De acordo com a Figura 24 a maioria das condigbes com glicerol atingiu
niveis de concentragao cima de 12 g/L, com excegao das condigdes com glicerol
3% e 75 mL e da condicao 7 (pH = 4, 7% de glicerol, 75 mL), as quais obtiveram
no final da fermentagdo a glicerol em torno de 10g/L de leveduras. As duas
maiores concentragdes, acima de 27 g/L, foram com as condigdes 11 e 12 que
continham meio com 7% e 25 mL em um frasco de 250mL. As outras duas
reagcdes homologas nessa etapa do planejamento fatorial, as condi¢des 3 e 4,
também com 7% de glicerol e 25 mL de volume, obtiveram concentragdes de 25
g/L.

Todas as 4 condi¢gées com 3% de glicerol em 25 mL (Condicdes 1, 2, 9
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e 10) apresentaram taxas de crescimento significativamente maiores que as
demais condigdes, chegando a atingir niveis de concentragdo finais
semelhantes as condi¢cées que comecaram com 12,5 % de in6culo em 7% de
glicerol, ou seja, com mais que o dobro da concentracéo de levedura inicial.
Indicando que alta areagao do meio com menor quantidade de indculo favorece
um melhor crescimento de biomassa em glicerol.
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Figura 24: Concentragido de biomassa da K. pastoris durante a fase de crescimento em glicerol
a 25 °C. O Grafico (A) representa as condi¢cdes com 3% de glicerol. O Grafico (B) representa as
condigdes com 7% de glicerol.
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Na Tabela 5 observa-se a concentragao de biomassa das leveduras em
metanol possui um perfil de crescimento semelhante entre todas as condicoes,
obtendo maior ganho de biomassa nas primeiras 24 horas, e estagnando ou
ganhando menos biomassa nas ultimas 24. As condigdes com as maiores taxas
foram 9 (pH = 4, 3% de glicerol e 25 mL), 11 (pH =4, 7% de glicerol e 25 mL) e
16 (pH =6, 7% de glicerol e 75 mL). A condigéo 11 atingiu a maior concentracao
final de leveduras, atingindo 28 g/L de concentragdo. A condi¢cdo 12 também
teve alta concentracdo final, porém com um aumento de biomassa nao tao

expressivo.
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Tabela 5: Concentracdo de biomassa da K. pastoris durante indugdo por metanol apds

crescimento em glicose.

Condigoes 24 horas

1 14,39
2 16,74
3 16,54
4 16,78
5 8,99
6 8,97
7 11,10
8 14,37
9 14,53
10 13,81
11 17,63
12 20,42
13 7,78
14 8,62
15 15,08
16 11,84
17 8,91
18 9,21
19 12,80
20 12,30
21 7,10
22 6,86
23 10,89
24 10,67
25 9,13
26 11,40
27 11,94
28 12,36
29 7,66
30 7,34
31 11,10
32 11,30

Erro
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04
3,04

48 horas
15,60
21,45
24,80
24,36
12,73
13,17
12,76
16,82
23,52
20,10
27,14
24,20
13,41
11,54
19,10
19,46
10,09
11,26
12,82
16,28
9,57
9,07
13,59
13,57
13,39
10,45
15,70
16,28
10,15
9,65
7,94
11,98

Erro
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40
4,40

72 horas
16,34
22,92
25,67
25,91
13,97
14,37
14,67
16,76
23,28
20,22
28,54
27,26
14,96
13,45
23,48
22,96
11,46
11,92
15,22
15,70
9,09
9,15
15,06
15,28
11,40
10,91
15,32
14,45
10,27
9,61
14,67
13,25

Erro
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74
4,74

Com excecdo da condicdo central 2, as condicbes centrais de

crescimento da biomassa em glicerol (Figura 25), as leveduras apresentaram

bons crescimento de leveduras, observados pelo angulo da curva, chegando a

atingir concentragdes finais préximas de condigdes que comegaram com o dobro

da concentragao de leveduras.
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Figura 25: Concentra¢des de biomassa da K. pastoris em 30 °C durante a fase de crescimento
em glicerol.

A Figura 26 mostra a concentragdo de biomassa da K. pastoris durante a
fase de inducdo, que embora tenham tido expressivas, ainda foi uma taxa de
crescimento em torno de 30% menor que a condi¢gdo 11 nas primeiras 24 horas
de indugéo.
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Figura 26: Concentracdo de biomassa da K. pastoris em 30 °C durante a fase de indugdo em
metanol.

Esperava-se, no entanto que a levedura se obtive suas condi¢cbes de
crescimento na temperatura de 30 °C, por ser a temperatura recomendada de
fermentacao tanto no Manual da PichiaEasySelect como também a aplicada na
maioria dos trabalhos académicos envolvendo produgao heterdéloga da Pichia.
Esse resultado, com as maiores taxas de crescimento a 25 °C, se torna uma
linha interessante de desenvolver maiores trabalhos, pois até a conclusao
dessa dissertagao, nao houve (ao meu conhecimento) estudos sobre o efeito
da temperatura na producao da proteina expansina BsEXLX1 em K. pastoris.

A Figura 27 demonstra que as curvas de crescimento a glicerol, em
35 °C, estao basicamente divididas em dois padrbes de crescimento, formando
basicamente 4 linhas bem definidas.

Analisando esse padrao da Figura 27, percebe-se que as fermentacgdes
com maiores crescimentos sdo as que continham 25 mL de meio, enquanto que
as menores continham 75 mL, indicando que a 35 °C a areacdo pode ser
significativa para o bom crescimento da levedura, ou até mesmo determinante
para sua viabilidade.
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Figura 27: Concentragdo de biomassa da K. pastoris durante a fase crescimento com glicerol a
35 °C. O Gréfico (A) representa as condi¢gdes com 3% de glicerol. O Grafico (B) representa as
condigdes com 7% de glicerol.

A condicdo 31 (pH = 4, 7% de glicerol, 75 mL e metanol 1%) da Figura
29 apresentou forte queda na concentracdo apos a indugdo, evento também

observado com a mesma condigédo no planejamento 3 com a glicose. Os dois
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experimentos foram realizados com meios diferentes com tampdes diferentes.
O mesmo meio foi utilizado para a condigéao 27 (pH = 4, 7% de glicerol, 25 mL,
metanol 1%), que ndo apresentou tal comportamento descartando erro de
preparo do meio. Comparando a condigao 32 dos dois planejamentos, observa-
se que embora ndo tenha tido queda tdo acentuada, ndo houve crescimento
significativo.

A K. pastoris depende de grande areagdo para a metabolizagédo do
metanol, pois ela incorpora oxigénio para a formagio de formaldeido.®® Os
fatores que podem ocasionar menor quantidade dissolvido no meio sao alto
volume do meio e concentracdo de leveduras. As condi¢gdes 31 e 32 tinham
ambas as varidveis altas, juntamente com alta concentracdo de metanol. E
possivel que por conta desses fatores as leveduras tiveram maior dificuldade
de crescer adequadamente. O pH mais acido € um outro fator que parece
dificultar ainda mais a metabolizagdo do metanol.

Nessas condi¢gdes, o aumento da concentragcado das fermentacdes 31 e
32 nas ultimas 24 horas era esperado, por conta da eventual degradacao do
metanol no meio, bem como a diminuicdo da concentragcdao de leveduras

viaveis, diminuindo o consumo de oxigénio dissolvido.

4.3.1.1 Determinacao das proteinas por Bradford nas fermentacdes
com glicerol/metanol

As leituras de Bradford (Figura 28) mostraram que 7 condi¢des
produziram acima de 30 mg/L, sendo que apenas a condi¢do 2 passou a marca
de 40 mg/L, chegando a 49 mg/L. A condi¢do 1, que ocorreu em condi¢des
parecidas, salvo o pH, também teve uma producdo aceitavel, embora
significativamente abaixo da condigéo 2.

Se comparado com as taxas de crescimento, observa-se que a condi¢cao
2 teve uma das maiores, tanto com glicerol, quanto com metanol. Esses dados
indicam que a cultura estava altamente viavel e adaptada ao meio, podendo
este ser o fator determinante para a boa producédo da proteina recombinante

em comparacao com as outras condigdes.
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Figura 28: Concentragao de proteinas soluveis das fermentagdes com glicerol durante a fase de
crescimento. Os dados das condi¢des centrais estdo representados como “Cen” e os das demais
condi¢des como “C” numerado de acordo com a matriz de planejamento.

4.3.1.2 Eletroforese das condigoes 2,3,6 e 7

Fez-se analise via SDS-PAGE dos 3 pontos coletados de quatro
condi¢des para comparagdo com o observado no Bradford. Escolheu-se fazer
com condigdes 2, 3, 6 e 7 pois estas foram fermentadas juntas, sendo que a
condicdo 2 apresentou a maior produgao de proteinas soluvel, como mostra a
Figura 28. A auséncia das proteinas na faixa de 22 kDa a 0 h de indugao, como
mostra a Figura 29, sdo uma forte indicagdo que a proteina visualizada é de
fato a expansina.
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Figura 29: Gel SDS-PAGE concentrado em 5X usando-se TCA. Foram analisadas as
condig¢des 2, 3, 6 e 7 da matriz de planejamento do experimento com glicerol.

4.3.2 Planejamento experimental 3 com glicose

Assim como no experimento anterior, as fermentagdes foram divididas
em trés etapas: Pre-inéculo, crescimento de biomassa e indugao de acordo com
o manual da PichiaEasy Select da Invitrogen, buscou-se ver os efeitos dos
principais fatores responsaveis para a boa expressdo de proteinas
recombinantes, sendo que os niveis dos fatores foram definidos também de
acordo com os valores aceitaveis na literatura e no manual do kit EasySelect
Pichia Expression.64 68

O planejamento experimental 3 (Tabelas 3 e 4) baseia-se em
planejamento fatorial completo 2°. Variando o pH, taxas de concentragdo de
glicerol durante o crescimento, o volume do meio, a concentragao de metanol
durante a fase de inducéo e a temperatura.

As curvas de crescimento foram divididas da mesma forma as
apresentadas no planejamento fatorial 2, sendo divididas em duas, uma
contendo a fase de crescimento em glicerol e a outra a fase de indugao a
metanol. Também se agrupou os graficos nas condicdes de mesma

temperatura, sendo os 2 primeiros graficos apresentados na condi¢ao 25 °C,
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seguidos pelos 2 graficos da condi¢do do ponto central a 30 °C, e por fim os
dois da condicao de 35 °C.

De acordo com a Figura 30 (A) e (B), a maioria das condigbes com
glicose atingiu niveis de concentragcdo de leveduras acima de 10 g/L, com
excecao das condigdes com glicerol 3% e 75 mL, resultado semelhante ao
observado no planejamento 2 com glicerol. As duas maiores concentragdes,
acima de 20 g/L, foram com as condi¢des 4 e 12 que continham meio com pH
=6, 7% e 25 mL, ou seja, sdo duas reagdes homologas nessa etapa do
planejamento fatorial. Além dessas duas, as outras reagdes que tiveram
expressiva taxa de crescimento foram 1, 2, 9 e 10, todas com glicose a 3% e

25 mL e a condigdo 6 com glicose a 3% e 75 mL de meio.

68



24 -
22]
20
18

—&— pH4, Glu 3%, 25mL, Met 0,5%
—&— pH6, Glu 3%, 25mL, Met 0,5%
—A— pH4, Glu 3%, 75mL, Met 0,5%
—w— pH6, Glu 3%, 75mL, Met 0,5%
—<4— pH4, Glu 3%, 25mL, Met 1%
—»— pH6, Glu 3%, 25mL, Met 1%

1 —&— pH4, Glu 3%, 75mL, Met 1%
| —®—pH6, Glu 3%, 75mL, Met 1%

=
S~
20
(%]
o
3
g 14
2 -4
o 121
t -
z& 10
© 4
2 8-
8 4
5 6
U -
4
2 -
- (A)
0 : : : : : : : : : : : .
0 5 10 15 20 25
Tempo (horas)
24 -
1(B)
22
20
= 18-
o
E 16 -
S ]
S 14
5 4
° 12 -
t -
S 10
S o] —=— pH4, Glu 7%, 25mL, Met 0,5%
7] —e— pH6, Glu 7%, 25 mL, Met 0,5%
S 6 —A— pH4, Glu 7%, 75mL, Met 0,5%
5 —v— pH6, Glu 7%, 75mL, Met 0,5%
© 4 —<— pH4, Glu 7%, 25mL, Met 1%
] —»— pHB, Glu 7%, 25mL, Met 1%
2- —&— pH4, Glu 7%, 75mL, Met 1%
0. —e— pHB, Glu 7%, 75mL, Met 1%

10 15
Tempo (horas)

20 25

Figura 30: Concentragdo de biomassa da K. pastoris durante a fase crescimento em glicose a
25°C.0O Gréfico (A) representa as condigbes com 3% de glicose. O grafico (B) representas as

condigdes com 7% de glicose.

Novamente, observa-se, na Figura 30, todas as 4 condigdes com 3% de
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glicose em 25 mL (Condicbes 1, 2, 9 e 10) com crescimento de biomassa
significativamente maiores que as demais condi¢des, chegando a atingir niveis
de concentragao finais semelhantes as condigdes que comegaram com 12,5 %
de indculo em 7% de glicose, ou seja, com mais que o dobro da concentragao
de levedura inicial. Levando a forte indicacédo de que alta areagdo do meio com
menor quantidade de in6culo favorece um melhor crescimento de biomassa em
glicerol e também em glicose.

O perfil de crescimento das leveduras em metanol nesse planejamento 3,
difere-se do planejamento 2 por ter maior variabilidade entre as diferentes
condicoes. Porém o perfil de crescimento maior nas primeiras 24 horas,
passando a estagnar ou a crescer com uma menor taxa nas ultimas 24 h,
permanece, como mostra a Tabela 6. As condi¢gdes com as maiores taxas foram
8 (pH =6, 7% de glicose, 75 mL e metanol 0,5%), 9 (pH = 4, 3% de glicose, 25
mL e metanol 1%), 11 (pH = 4, 7% de glicose, 25 mL, metanol 1%) e 16 (pH =
6, 7% de glicose, 75 mL e metanol 1%). Todas essas condigdes, com excegao
da 8, foram também as que apresentaram as maiores taxas no planejamento

experimental 2 com glicerol.
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Tabela 6: Concentragédo de biomassa da K. pastoris durante a fase de indugéo por metanol apds

crescimento em glicerol.

Condigoes 24 horas

1 11,46
2 11,42
3 12,26
4 10,47
5 12,64
6 12,80
7 15,52
8 7,10
9 11,02
10 11,10
11 15,52
12 9,13
13 11,34
14 11,94
15 16,30
16 8,96
17 7,36
18 14,88
19 14,59
20 11,12
21 12,04
22 11,62
23 12,60
24 7,42
25 7,52
26 11,00
27 11,82
28 8,56
29 9,55
30 11,48
31 13,23
32 7,66

As concentragdes

Erro
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47

finais

48 horas

14,37
13,93
14,33
12,58
14,95
12,82
18,71
9,57

13,61
12,76
19,54
13,39
13,41
15,70
15,84
10,45
9,78

16,75
17,58
14,55
12,90
14,81
15,06
9,43

8,48

13,73
13,53
11,20
16,96
13,77
14,49
10,15

Erro
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24

de levedura,

no

72 horas

15,00
12,89
14,61
13,83
14,95
15,22
18,29
9,09

13,15
14,67
18,57
11,40
13,25
15,32
16,26
10,45
10,25
16,60
18,53
12,78
13,35
14,63
18,13
9,71

8,16

14,27
13,21
11,88
10,49
12,62
14,05
10,27

entanto

Erro
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12

foram

consideravelmente menores que as do planejamento anterior, chegando no

maximo a 18 g/L ante 28 g/L de concentragdo quando fermentadas com glicerol.

Andlises de HPLC (dados ndo mostrados) nao detectaram presencga de glicose

no inicio da indugdo com metanol, eliminando a possibilidade de repressao da

expressao do gene AOX1 por glicose. Essa diferenga de crescimento dos dois
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planejamentos, pode ter sido ocasionada pela dificuldade da levedura em se
adaptar as condi¢cdes mais limitantes de crescimento com metanol vindo da
metabolizag&o de glicose.

Na Tabela 07 também fica em evidente a curva da condi¢éo 26 (pH = 6,
3% de glicose, 25 mL e metanol 1%) o forte declinio da concentracéo da
levedura apds 24 horas de indugdo com metanol. Tém-se observado que as
culturas que chegaram a concentragdes superiores a 16 g/L apresentam
estagnacgéo do crescimento ou morte celular, apresentado através do declinio
da concentrag&o, nas 24 horas seguidas.

A Figura 31 apresenta a curva de crescimento da K. pastoris nas
condigbes centrais, as quais foram feitas em triplicata para calculo do erro
experimental e analise do crescimento no que se acredita ser as condi¢des
ideias do planejamento fatorial. Nota-se que as concentragdes finais de levedura
estdo em torno da média observada com as condigdes feitas a 25° C, nao
demonstrando grande vantagem em relagcdo a algumas condic¢es feitas, como
as que continham menor quantidade de inéculo e menor quantidade de meio,
sendo que essas outras condi¢gdes chegaram a ter até 18 g/L de concentragéo

final.
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Figura 31: Concentracdo de biomassa da K. pastoris durante a fase de crescimento do ponto
central do Planejamento 3 feito em triplicata a 30°C com glicose a 5%.

A Figura 32 apresenta a curva de crescimento feito com os pontos
centrais apds a lavagem do meio com glicose e adi¢do do meio BMMY 0,75%.
Como observado em todas as fermentacgdes até agora, ocorre-se uma perda de
biomassa durante a lavagem das leveduras, porém as culturas crescem e voltam

a se estabilizar com uma concentragdo em torno de 14 g/L.
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Figura 32: Concentragao de biomassa da K. pastoris durante a fase de indugao na condigéo do
ponto central do Planejamento 3.

A Figura 33 apresenta os dados das fermentagdes realizadas com a
temperatura de 35 °C na etapa de crescimento celular em glicose. Observa-se
um perfil bem semelhante entre as diferentes condi¢des do planejamento 3, com
destaque a condigao 21 (pH = 4, 3% de Glicose, 75 mL), onde teve-se uma
acentuada queda da concentragdo apds um alto crescimento nas primeiras 4
horas de fermentacdo, a maior taxa observada em todas as fermentacgdes.
Novamente as condigbes com 3% de glicose em 25 mL apresentaram na média
as maiores taxas entre as condigdes.
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Figura 33: Concentragao de biomassa da K. pastoris durante as 24 horas da fase de crescimento
com glicose em 35 °C.
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Nota-se quo crescimento da K. pastoris na condi¢do 31 (pH = 4, 7% de
glicose, 75 mL e metanol 1%) mostrado na Figura 31(B) é menor que as demais
observadas durante a fase de crescimento.

4.3.2.1 Determinacao das proteinas por Bradford nas fermentacdes
com glicose/metanol

As leituras de Bradford na Figura 34 mostraram que as condi¢des que
mais produziram, acima de 30 mg/L, ocorreram com fermentagdo com 25 mL
de volume, com excecao apenas das condicdes 29 e 30 que tinham as
condi¢des de 3% de glicose, 75 mL de meio e metanol a 1%. Em linha do que
foi observado com as fermentagdes a glicerol, a condigao 2 (pH = 6, 3% de
glicose, 25 mL e metanol 0,5%) produziu bem, sendo a condigdo que
apresentou a melhor taxa entre as fermentagbes com glicose, chegando a
produzir 40 mg/L.

Outra condigao que teve boa taxa de producgao foi a 26 (pH = 6, 3% de
glicose, 25 mL e metanol 1%) produzindo 35 mg/L. Analisando a curva de
crescimento, percebe-se que as taxas de crescimento dessas condigoes,
principalmente durante fase da indugédo a metanol, foram significativamente mais
altas, muito embora a condigcéo 26 apresentou forte declinio de sua concentracao
de biomassa nas ultimas 24 horas do experimento.
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Figura 34: Concentragao de proteinas soluveis das fermentagdes com glicose durante a fase de
crescimento. Os dados das condi¢des centrais estdo representados como “Cen” e os das demais
condi¢gdes como “C” numerado de acordo com a matriz de planejamento.

4.3.2.2 Eletroforese das condigdes 2, 3,4e 5

Com intuito de visualizar se de fato as proteinas medidas no Bradford
eram a expansina, fez-se analise via SDS-PAGE dos 3 pontos coletados de
quatro condi¢des para comparagao com o observado no Bradford.

Escolheu-se fazer com condigdes 2, 3,4 e 5, pois a condicio 2 apresentou
a maior produgao de proteinas soluvel. Analisou-se as fermentacbes das
condigdes 3 4 e 5, pois também foram executadas em conjunto com a condigao
2 A auséncia das proteinas na faixa de 22 kDa a 0 h de indugédo s&o uma forte
indicagao que a proteina visualizada é de fato a expansina, como mostra a Figura
35.
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Figura 35: Gel SDS-PAGE concentrado com TCA em 5X da condigéo 2, 3, 4 e 5 de glicerol.
Condigao 3 teve a maior expressao entre todas as condigdes.
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5 - Conclusoes e Perspectivas

O planejamento experimental 1 demonstrou que a Pichia stipitis tende a
produzir mais etanol em condi¢cdes anaerdbicas mais acidas, nao afetando de
forma significativa no crescimento da levedura. A concentragao de biomassa foi
apenas afetada pela concentracdo de indculo, ndo ocorrendo alteracbes
significativas, mesmo quando se observou condigbes anaerdbicas de
crescimento.

O crescimento da K. pastoris em glicerol a 25°C foi significativamente
maior comparando com as temperaturas de 35°C e até mesmo de 30°C, com a
condig¢ao 10 (pH =6, 25 mL e 1% de metanol) produzindo biomassa até 4 vezes
maior que a quantidade inicial de biomassa. Observou-se que as condigdes que
promoviam maior areagao, através do menor volume no frasco, promoviam as
maiores taxas de crescimento. Durante a fase de indugdo com metanol houve
uma diminuigdo na taxa de crescimento, mas as condi¢bes a 25°C ainda
apresentaram as melhores condi¢cdes de crescimento, especialmente as que
continham baixo volume de meio, observando um sinergismo entre essas duas
variaveis.

No planejamento experimental 3 com glicose, as taxas de crescimento
foram bem menores comparadas as mesmas condigdes em glicerol. Porém
observou-se o0 mesmo comportamento, a temperaturas mais baixas ha um
maior crescimento quando comparado a temperatura maior (35°C). As
condig¢des a 35°C tiveram uma estagnacéao do crescimento apds as 4 horas de
fermentacao. Durante a fase de indugao as condi¢des a 35°C apresentaram em
sua maioria nenhum crescimento significativo nas 48 horas de indugédo. Nas
outras temperaturas houve pouco ganho de biomassa, em torno de 2 gramas
em meédia, tendo uma estagnacado nesse crescimento apds as 24 horas de
inducgao.

A diferenca da producdo das proteinas recombinantes n&o foi t&o
acentuada em relagdo a mudanca de fonte de carbono na etapa de crescimento
do inéculo, como foi observado para o crescimento da K. pastoris. Contudo,
observa-se que com o glicerol houve um maior numero de condi¢gdes que
ultrapassaram a marca de 25 mg/L de proteinas produzidas. Foi com glicerol
também que se atingiu a maior produgdo entre os dois planejamentos,
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ultrapassando 49 mg/L na condi¢ao 2 (pH = 6, 3% de glicerol, 25 mL e 0,5% de
metanol). Os resultados tornam-se mais significativo por conta das condi¢des
brandas de temperatura (25 °C), durante a execuc¢do desse trabalho nao foi
observado nenhum trabalho na literatura no qual utiliza-se estas condigdes.

Conclui-se, portanto, que para o primeiro passo de otimizagdo da
producao da proteina expansina BsEXLX1 tem—se como condi¢des 3% glicerol,
como fonte de carbono durante a fase de crescimento da levedura, e metanol
a 0,5% durante a fase de indugdo. Ambas as etapas ocorreram na temperatura
otima de 25°C e 10% de volume de cultura no frasco.

Como esse novo processo descrito para a producdo da proteina
BsEXLX1, fica espaco para a fermentagao em biorreatores para se atingir niveis
mais altos de producgdo, até a total viabilidade de escalonamento a niveis
industrias, possibilitando o emprego dessa proteina na fabricagdo de coquetéis
enzimaticos para a desconstrugao de mateiras lignoceluldsicos. Isso pode ser

alcancado através de uma otimizagao das condi¢cdes de fermentagao em reator.
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Anexo A- Graficos da fase de inducao do

Planejamento 2

A Figura 36 apresenta a concentracao de biomassa da K. pastoris das
condigdes 1 a 16, como mostradas na Tabela 04, durante as 48 horas da fase
de inducdo a metanol a 25°C.

Concentracao de leveduras (g/L)

34 -
32
30
28 -
26
24
22 ]
20 -

16

Tempo (horas)

—l— pH4, Gly 3%, 25ml, Met 0,5% —@— pH6, Gly 3%, 25ml, Met 0,5% —&— pH 4, Gly 7%, 25ml, Met 0,5% —W— pH6, Gly 7%, 25ml, Met 0,5%
—— pH4, Gly 3%, 75ml, Met 0,5% —p>— pHB, Gly 3%, 75ml, Met 0,5% —— pH4, Gly 7%, 75mI, Met 0,5% —@— pH6, Gly 7%, 75ml, Met 0,5%
—@— pH4, Gly 3%, 25ml, Met 1% —A— pH6, Gly 3%, 25ml, Met 1% —@— pH4, Gly 7%, 25ml, Met 1%
—@— pH4, Gly 3%, 75ml, Met 1% —4— pH6, Gly 3%, 75ml, Met 1% —N— pH4, Gly 7%, 75ml, Met 1% —€— pH6, Gly 7%, 75ml, Met 1%

pH6, Gly 7%, 25ml, Met 1%

Figura 36: Concentracdo de biomassa da K. pastoris durante a fase de indugéo por metanol a

25¢C.
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A Figura 37 apresenta a concentracao de biomassa da K. pastoris das
condigdes 17 a 32, como mostradas na Tabela 04, durante as 48 horas da fase
de inducdo a metanol a 35°C.

Concentragao de leveduras (g/L)
o
1

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Tempo (horas)

—l— pH4, Gly 3%, 25ml, Met 0,5% —@— pH6, Gly 3%, 25ml, Met 0,5% —4&— pH 4, Gly 7%, 25ml, Met 0,5% —§— pH6, Gly 7%, 25ml, Met 0,5%
—— pH4, Gly 3%, 75ml, Met 0,5% —p— pH6, Gly 3%, 75ml, Met 0,5% —@p— pH4, Gly 7%, 75ml, Met 0,5% —@— pH6, Gly 7%, 75ml, Met 0,5%
—@— pH4, Gly 3%, 25ml, Met 1% —%— pH8, Gly 3%, 25ml, Met 1% —@— pH4, Gly 7%, 25ml, Met 1% pH8, Gly 7%, 25ml, Met 1%
—@— pH4, Gly 3%, 75ml, Met 1% —&— pH6, Gly 3%, 75ml, Met 1% —¢— pH4, Gly 7%, 75ml, Met 1% —— pH6, Gly 7%, 75ml, Met 1%

Figura 37: Concentragio de biomassa da K. pastoris durante fase de indugdo por metanol a
35°C.
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Anexo B- Graficos da fase de inducao do
Planejamento 3

A Figura 38 apresenta a concentragao de biomassa da K. pastoris das
condicdes 1 a 16, como mostradas na Tabela 06, durante as 48 horas da fase
de inducdo a metanol a 25°C.
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Figura 38: Concentracéo de biomassa da K. pastoris durante a fase de indugéo por metanol a
25°C.
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A Figura 39 apresenta a concentragao de biomassa da K. pastoris das
condigdes 16 a 32, como mostradas na Tabela 06, durante as 48 horas da fase
de inducdo a metanol a 35°C,.
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Figura 39: Concentragio de biomassa da K. pastoris durante a fase de indugdo por metanol a
25°C.
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