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Resumo

O Bioetanol é um combustivel alternativo particularmente interessante, pois
paralelamente as técnicas ja estabelecidas pela indlstria sucroalcooleira no Brasil, s&o
geradas imensas quantidades de bagaco-de-cana, um residuo bastante sub-aproveitado. Este
pode apresentar de 40 a 50% de celulose, polimero resultante da repeticdo de unidades de D-
glicose unidas por ligacdes R-1,4. Estas podem ser alvo de enzimas celuloliticas produzidas
principalmente por fungos filamentosos. O emprego de estratégias envolvendo sistemas
heterélogos para producédo destas enzimas pode favorecer o alcance dos niveis maximos de
producdo em prazos inferiores aos observados em sistemas nativos, além de facilitar a
purificacdo da proteina recombinante.

Neste trabalho, foi realizada a caracterizacdo parcial da endoglicanase A (EG A)
de Aspergillus nidulans, enzima de interesse biotecnoldgico incluida no projeto da rede
Bioetanol (MCT/FINEP), onde nosso grupo desenvolve a meta de “Producédo de celulases
recombinantes em sistema heterélogo de  Pichia pastoris”. As constru¢des para clonagem
envolveram promotores induziveis por metanol, sendo o vetor de expressédo obtido dirigido para
integracdo no genoma de P. pastoris. Assim, apds clonagem e transformacao desta levedura
metilotrofica, foi realizada a expressao heterologa desta enzima seguida de sua purificagcao
parcial.

Empregando o sobrenadante dos clones recombinantes, foi obtido um produto
heter6logo com atividade maxima em carboximetilcelulose (CMC) a partir de 24 h de inducéo.
Apb6s purificacdo empregando ultrafiltracdo e filtragdo em gel, a enzima recombinante foi
caracterizada, atuando preferencialmente em pH acido (de 4,5 a 5,0) e temperatura proxima a
50°C, em torno da qual esta enzima apresentou-se termoestavel a 45 e 55°C por cerca de 48 h.
Foi observado um incremento de 30 a 80% nos valores de atividade diante da incubag&o com
Co”™, DTT e RB-mercaptoetanol. A degradacio de substratos alternativos mostrou-se
significativa somente na incubacdo com CMC e, em menor extensdo, em papel de filtro. Além
disso, a andlise de atividade em gel e o perfil eletroforético das amostras das etapas da

purificagdo confirmaram a massa molecular de 34 kDa, conforme esperado.

Palavras-chave: Bioetanol, endoglicanase, expressao heterdloga em Pichia pastoris,

Aspergillus nidulans

Vi



Abstract

Bioethanol is an alternative fuel of particular interest because in Brasil, the
techniques used in fuel industry generate an enormous amount of a by-product, which could be
further degraded: the sugarcane bagasse. It can presents 40-50% of cellulose content, which is
a polymer composed by repeated units of D-glucose, linked by 3-1,4 bonds. These bonds can
be cleaved by cellulolytic enzymes produced specially by filamentous fungi. The use of
heterologous expression strategies to produce these enzymes can be advantageous in order to
higher levels of production in shorter periods compared as those observed with wild type
enzymes, besides the feasibility of recombinant protein purification methods.

In this work, we describe the partial characterization of endoglucanase A (EG A),
produced by Aspergillus nidulans. On account of the biotechnological interest, this enzyme was
included in the project of the Bioethanol net (MCT/FINEP), and our group was responsible for
developing the “Recombinant cellulases production employing Pichia pastoris as a heterologous
expression system. The cloning vector was constructed using methanol-induced promoters,
with the foreign DNA being directed to be integrated in the Pichia pastoris genome. Finally the
enzyme was partially purified and characterized.

To examine whether higher levels of activity towards CMC would occur, we used
the supernatant of the recombinant clones. We observed the highest level of activity after 24h of
induction. After ultrafiltration and gel filtration purification procedures, we characterized an
enzyme that acts preferentially at pH 4, which is thermostable at a temperature of approximately
50°C. It was observed an increased enzyme activity when the enzyme was incubated in the
presence of Co®*, DTT and 3-mercaptoethanol. The hydrolysis of lignocellulosic substrates was
significant only with CMC and, at a lesser extent, with filter paper. Also, the analysis of activity in
gel and the electrophoretic profile of the purified samples confirmed the molecular mass of 34

kDa, as predicted.

Key words: Bioethanol, endoglucanase, Pichia pastoris heterologous expression, Aspergillus

nidulans
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1. Biocombustiveis: o caso do bioetanol

Um dos maiores desafios enfrentados pela nossa sociedade € o de
atender as demandas mundiais no que tange ao consumo de energia e mudanca da
matriz energética. Os anos de negligéncia diante dos combustiveis renovaveis
trouxeram ao planeta e as industrias de abastecimento uma grave crise energética.
Como conseqliéncia, a economia da maioria dos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento tornou-se firmemente dependente da importacdo de petrdleo. Cerca
de 80% do suprimento de energia mundial consiste no uso deste composto
(Goldemberg, 2007). Somente os Estados Unidos, que possuem 5% da populacdo
mundial, importam um quarto do petréleo produzido no planeta (Demain, 2009),
consumindo cerca de 20 milhBes de barris diariamente (Gray et al., 2006). Este &
comercializado por um consércio de paises que se encontram constantemente em
situacdo de instabilidade devido a guerras e questdes politicas delicadas.
Consequentemente, as oscilacdes decorrentes de conflitos nestes locais tém feito
oscilar ndo s6 o preco do petréleo como a economia global como um todo.

A crise energética gerada pelo custo e consumo elevados de combustiveis
fésseis e pela alta producdo de gases estufa tem alimentado a conscientizacdo
mundial no que concerne ao desenvolvimento sustentavel. Para atingi-lo, investir
financeira e intelectualmente em energia renovavel é a mais eficiente via. A Comisséo
Mundial de Meio Ambiente e Desenvolvimento (World Commision on Environment and
Development — WCED) definiu em 1987 este termo como “meio de se atingir as
necessidades do presente sem comprometer a habilidade de geracdes futuras de
alcancarem suas préprias necessidades”. O consumo desenfreado de fontes
energéticas nao-renovaveis tem ferido gravemente este conceito e o objetivo por ele
proposto.

Diante destas constatacfes, € cada vez mais evidente que a soberania de
mais de 30 anos do petroleo na indlstria de combustiveis aproxima-se do fim. Os
esforcos dos setores responsaveis ndo devem concentrar-se na disponibilizacdo de
novas reservas de petréleo, pois crescente é a demanda por combustiveis assim como
€ crescente a conscientizacdo da populacdo mundial a respeito dos danos da queima
de combustiveis fosseis. O consumo desgovernado desta fonte de energia tem
produzido intensas mudancas climaticas, afetando a qualidade de vida em muitos
paises. No que concerne somente a emissao de gases estufa, espera-se que em 2030
seja produzido o dobro dos valores atuais (Demain, 2009). Temendo previsfes
alarmantes como essa, paises como os Estados Unidos planejam uma reducdo de

20% no consumo de gasolina em menos de 10 anos (Ruth, 2008).
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O que pode entdo substituir os combustiveis fosseis? Nesse contexto,
estratégias tecnoldgicas tém surgido, sugerindo alternativas e demandando um grande
comprometimento da comunidade cientifica. Nos dias de hoje as fontes renovaveis de
energia somente equivalem em volume a 2,5% dos 85 milhdes de barris de petréleo
consumidos por dia, e este numero deve aumentar para 105 milhdes até 2015
(Demain, 2009).

Segundo Goldemberg (2007), cerca de 2% do suprimento de energia
mundial se deve ao emprego de fontes abundantes e renovaveis, como é o caso da
biomassa vegetal, da qual derivam os biocombustiveis (Howarth et al., 2009).
Preferencialmente os esforgcos tém se concentrado em biocombustiveis liquidos, uma
vez que podem substituir os combustiveis atualmente utilizados sem necessidade de
grandes modificacdes nos motores de automéveis e nas redes de abastecimento.

Dentre os biocombustiveis liquidos disponiveis atualmente, o bioetanol
destaca-se, tendo sido gerados 55 bilhdes de litros em 2007, sendo que o Brasil e 0os
Estados Unidos foram por décadas responsaveis por 75% de sua producdo. A
producdo de bioetanol ultrapassou a marca dos 18 bilhdes de litros no final da década
de 90, permanecendo sempre em niveis de producdo superiores aos do biodiesel
(Howarth et al., 2008). Nos ultimos anos, o bioetanol respondeu por 99% dos
biocombustiveis comercializados nos EUA (Farrell, 2006), sendo que a producéo anual
deste em 2006 ultrapassou os 4 bilhdes de galbes (Gray et al., 2006) e a perspectiva €
de que até 2030 esta categoria de combustiveis substitua 30% dos combustiveis
atualmente consumidos (Schubert, 2006). Até o presente momento, somente o
biodiesel e o bioetanol tém sido produzidos em escala industrial, sendo que a
producdo anual nos Estados Unidos ultrapassou a brasileira em 2006 ao
ultrapassarem a marca de 16 bilhdes de litros, empregando, respectivamente, milho e
cana-de-agucar (Howarth et al., 2009; Renewable Fuels Association, 2010).

Apesar de apresentar somente 2/3 do conteddo energético da gasolina, o
etanol apresenta-se como uma alternativa interessante a industria de combustiveis em
funcdo de sua alta octanagem, reduzida toxicidade aos humanos e maior
biodegradabilidade, podendo também substituir os atuais aditivos misturados a
gasolina (Demain, 2009). Entretanto, maior vantagem deste combustivel € também
seu maior apelo publicitario: o etanol € menos poluente tanto no que concerne a
emissdo de compostos toxicos contendo chumbo e enxofre e também de gases estufa
como metano e diéxido de carbono (Goldemberg, 2007). Esse fato se deve ao
sequestro de carbono executado durante a fotossintese por organismos vegetais,
gerando um saldo inferior de emissdo de compostos de carbono durante sua queima
(Frazzetto, 2003).
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Diferente de outros paises, o Brasil ja possui experiéncia na
comercializa¢io de alcool combustivel. Durante o programa Pro-Alcool nos anos 70, o
governo federal estipulou uma mistura de 25% de etanol na gasolina comercializada e
encorajou fabricantes de automoveis a produzirem motores que consumissem etanol
100%. A motivacdo e o contexto eram semelhantes aos de hoje: necessidade de
diminuicdo da dependéncia do petroleo e consequente reducdo de sua importagdo.
Em seguida foram percebidos os beneficios ecologicos de sua utilizagdo: diminui¢ao
do uso de aditivos toxicos a gasolina como o MTBE (metil-tércio-butil-éter) e
diminuicdo da emissdo de gases estufa. Diante do custo superior que o etanol
apresentava em relacao a gasolina, subsidios foram necessarios. Naquele momento, a
producdo de etanol saltou de 0,9 bilhdes de galdes para 3,0 em 1999 e 4,2 em 2006
(Goldemberg, 2007). Embora desde os anos 90 os subsidios ao etanol tenham sido
removidos e este tenha se tornado financeiramente competitivo em relacdo a gasolina,
o Programa Pro-Alcool foi enfraquecido neste mesmo periodo pelo crescente consumo
de cana-de-acuUcar na indastria alimenticia. A maior parte da cana produzida no pais
estava entdo voltada para a indastria alcooleira, e ndo para ser utilizada como
alimento (Howarth et al., 2009).

Nos dias atuais nos Estados Unidos ja € largamente comercializado nos
postos de abastecimento etanol 85% e os fabricantes de automéveis investem no
mundo todo em veiculos do tipo flex, sendo estes capazes de consumir tanto alcool
como gasolina. O governo deste pais pretende implementar até 2030 politicas que
possibilitem a substituicdo de 30% dos combustiveis usados hoje por etanol (Schubert,
2006) e até 2022 pretendem atingir a patamar de producéo de 54 bilhdes de litros de
bioetanol a partir de milho (Howarth et al., 2009).

Porém a representatividade dos biocombustiveis de modo geral no
contexto de suprimento de energia ainda permanece aquém do desejado. Para atingir
as metas propostas pelos paises produtores de bioetanol, encontram-se disponiveis
diversos tipos de biomassa vegetal, extremamente heterogéneas quanto a sua

composicao e quanto a questdes relativas a sua degradacao.

2. Tipos de biomassa vegetal empregados na producédo de bioetanol

Fonte de tamanha abundancia, a biomassa vegetal possui uma enorme
energia armazenada e que pode ser empregada na producdo de etanol, contribuindo
para as medidas de desenvolvimento sustentivel. Teoricamente qualquer residuo de
natureza vegetal pode ser empregado desta maneira como, por exemplo, milho, cana-

de-acucar, diversos tipos de palha e até papéis e jornais.
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Atualmente os processos de fermentacdo e producdo de etanol ddo conta
de trés categorias principais de tipos de biomassa: acucares (da cana-de-acgUcar,
beterraba e frutas), amido (milho, mandioca e batatas) e celulose (madeira e residuos
da agricultura de modo geral), sendo que somente o primeiro pode ser convertido a
bioetanol diretamente (Lin & Tanaka, 2006).

A maior parte do bioetanol produzido mundialmente deve-se ao emprego
da sacarose da cana-de-acucar (no Brasil) e do amido de milho (nos Estados Unidos)
(Sukumaran et al., 2009). Os compostos de amido séo convertidos a glicose por meio
da participagdo de enzimas amiloliticas, produzidas por bactérias (principalmente do
género Bacillus e Clostridium) e fungos (Sanchez & Cardona, 2008). Além do milho, é
empregada também a mandioca, abundante em paises tropicais, tendo um alto
conteudo de amido (85-90% de matéria seca).

No caso brasileiro, a fermentacéo alcodlica normalmente é realizada com o
emprego de leveduras, em sua maioria Saccharomyces cerevisiae, capaz de converter
sacarose em acucares simples como glicose e frutose (Sanchez & Cardona, 2008).

A selecdo da mais adequada matéria-prima para a producdo de bioetanol
reside nas condi¢Bes climéticas do local de producdo. O emprego de compostos de
amido tem levantado muito debate diante do investimento de energia que estes
demandam em sua producdo. Neste contexto, o bioetanol de cana-de-acucar
produzido no Brasil torna-se mais interessante, principalmente levando em conta o
balanco entre investimentos e geragéo de energia. E, embora o rendimento em litros
de bioetanol a partir de milho seja superior aquele produzido com o uso de cana-de-
acucar, a producdo de bioetanol anual por hectare de terra plantada favorece o
biocombustivel gerado pelo emprego de cana-de-aglicar. O mesmo ocorre quando da
comparacdo entre beterraba e milho (Sdnchez & Cardona, 2008). Diante de todas
gualidades apresentadas pela cana-de-aglcar, esta é a matéria-prima mais
largamente usada para producio de etanol, sendo empregada no Brasil, na india e na
Colémbia (Sanchez & Cardona, 2008).

Entretanto, as previsbes do aumento de demanda de energia sao
alarmantes. As techologias atuais que empregam principalmente cana-de-acUcar e
milho na producdo de bioetanol serdo insuficientes para gerar toda a energia
necessaria (Hahn-Hagerdal et al., 2006). Além disso, a busca por fontes que nao
sejam importantes como alimento para o homem tem ganhado forca e deve em breve

se tornar uma realidade.
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3. Bagaco-de-cana: biomassa com potencial promissor

Partindo do principio de que o custo e a complexidade do processo de
producdo de combustiveis depende em grande parte da biomassa empregada, para
gue o bioetanol seja industrialmente vidvel e economicamente atraente, faz-se
necessaria a utilizacdo de uma biomassa de baixo custo e alta disponibilidade. Visto
gue a demanda por combustiveis tem crescido assim como a demanda por alimento,
desejavel que a utilizacdo deste composto ndo interfira no fornecimento de alimentos,
(Lin & Tanaka, 2006) como o milho, a beterraba e a mandioca tornam-se
extremamente desvantajosas por serem utilizadas majoritariamente pela industria
alimenticia. Desse modo, um programa de bioconversdo de material vegetal a etanol
baseado no emprego de substratos usados como alimento seria forte alvo de criticas
em razdo do custo mais elevado de sua producdo e do desvio destes produtos do
setor alimenticio para o de combustiveis. Ja foi observado que o0 aumento da utilizacdo
de cereais é mais notavel na industria de combustiveis que na industria alimenticia: s6
no Brasil metade dos 7 milhdes de hectares destinados ao plantio de cana-de-acUcar é
voltada para a producdo de combustiveis (Howarth, 2009). Por outro lado, também
seria fragil um programa de bioconverséo voltado para a degradacdo de madeira, pois
0 consumo mundial desta ja é altissimo, sendo estimado em 3,5 bilhdes de toneladas
por ano (Kumar et al., 2008).

Além disso, é indispensavel que o processamento da biomassa vegetal
resulte em um saldo positivo entre o capital investido e o ganho em energia produzida.

A escolha da fonte utilizada para producdo de bioetanol deve depender
das condi¢des climéticas do pais. Na Europa e nos Estados Unidos a producgéo é
baseada em compostos de amido, ja que nestes locais as condicbes ndo séo
favoraveis a plantacdo de cana-de-acUcar, a biomassa que responde pelo maior
rendimento de etanol (Sanchez & Cardona, 2008). Nesse contexto, a competitividade
da cana-de-acgucar brasileira tem se destacado, especialmente se o balanco de
investimento e obtencdo de energia é considerado. Segundo Sanchez & Cardona
(2008), a producdo da cana-de-acucar brasileira é de até cerca de 120 toneladas por
hectare de terra cultivada, sendo seu custo estimado em US$ 0,01/kg. Este montante
€ responsavel pela producédo de mais de 10.000 L de etanol por hectare cultivado por
ano, com o custo de US$ 0,198 por litro, no caso do etanol anidro. Dados como estes
favorecem a cana-de-acUcar para producdo de bioetanol, em relagcdo aos compostos
de amido.

Responsavel por 30% em peso seco da cana-de-acucar (Coelho et al.,
2005) encontra-se um importante sub-produto de natureza lignocelulolitica: cerca de

270 kg de bagaco de cana sdo produzidos a cada tonelada de cana usada pela
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industria sucro-alcooleira (Baudel et al., 2005). Em 2000 o bagaco de cana respondeu
pela producdo de somente 140 L de etanol por tonelada de bagaco (Moreira, 2000),
sendo este valor um reflexo claro de sua sub-utilizagdo. Partindo de uma composicao
de 40% de celulose e 17% de hemicelulose, se cerca de 8% do bagac¢o gerado fosse
direcionado para a producgdo de etanol, seriam produzidos 2200 L deste combustivel
por hectare de cana-de-acUcar plantada, reduzindo o uso de terra em 29% (Leite et al.,
2009).

Assim como a cana-de-aclUcar, 0 bagaco gerado apresenta grande
disponibilidade em paises de clima tropical e temperado, tendo um baixo custo de
producdo. A associacdo desta biomassa vegetal aos processos ja bem estabelecidos
para aproveitamento de cana-de-acUcar poderia diminuir a demanda de areas
cultivhveis e a necessidade de fertilizantes e agrotoxicos (Leite et al., 2009). O
emprego desta biomassa vegetal abundante e barata poderia aumentar ainda mais os
niveis de producéo de bioetanol no Brasil que, em 1999, giravam em torno de 10,5 x
10° e 6,5 x 10° litros (no caso do etanol hidratado e do anidro, respectivamente)
(Wheals et al., 1999). A previsado realizada por Lynd (1996) aponta para uma producao
de energia duas vezes maior que a energia investida.

O bagaco é principalmente usado para geracéo de calor para execucao de
varios processos em uma destilaria. Quantidades menores deste residuo sao vendidas
para geracdo de eletricidade na estacdo seca ou entdo usado como racdo animal.
Caso sua utilizagdo seja possivel, a cana-de-agUcar seria aproveitada em sua
integridade, sem gastos excedentes com o transporte, jA que o bagaco-de-cana é
produzido no mesmo local onde dar-se-ia sua conversdo a bioetanol (Wheals et al.,
1999).

Com a utilizacdo do bagaco de cana, o objetivo de producdo em larga
escala de um combustivel menos poluente torna-se mais provavel diante da imensa
disponibilidade de um subproduto rico em energia, de baixo custo e alta
disponibilidade e sem utilizagdo na industria alimenticia. Sendo a lignocelulose o
componente mais abundante do bagaco-de-cana, assim como da biomassa vegetal de
modo geral, torna-se interessante o desenvolvimento de tecnologias de obtencédo do
acucar presente neste composto.

Atualmente no Brasil s6 ha uma indastria de utilizacdo de bagaco para
producdo de bioetanol. A Dedini, localizada em Pirassununga (SP), € responsavel pela
producdo de 1600 m® de etanol a partir de bagaco-de-cana por ano, desde 2002
(Solomon et al., 2007).
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4. Lignocelulose: estrutura e aspectos relacionados a bioconversao

Reconhecido mundialmente como um dos mais promissores
biocombustiveis capazes de atender as crescentes demandas por energia, o bioetanol
produzido a partir da lignocelulose pode apresentar inUmeras vantagens perante 0s
demais substratos: apesar de ser um substrato mais complexo que o amido, € uma
fonte geograficamente melhor distribuida, diminuindo as dependéncias de importagao;
€ extremamente abundante, podendo ser obtida a partir de madeira, folhas, residuos
florestais e agroindustrais e até de papéis usados, tendo um alto potencial de
bioconversao; o acimulo desta biomassa resulta num problema nédo s6 ecolégico (em
razdo da dificuldade em se desfazer de tamanha quantidade de material
lignocelulésico gerado), mas também na perda de uma valiosa fonte de energia. Muito
do “lixo lignocelulésico” € mal aproveitado, ndo tendo outro destino sendo a queima
(Kumar et al.,, 2008). Aliado a isso, 0 uso de biomassa lignocelulésica diminui os
conflitos gerados diante da utilizacdo de alimentos para producdo de combustiveis,
podendo inclusive disponibilizar mais empregos em areas rurais (Hahn-Hagerdal et al.,
2006). O uso desta biomassa nao pretende substituir as tecnologias ja existentes, mas
sim aliar-se a estas, gerando uma producdo de bioetanol final superior aos niveis
obtidos atualmente.

Calcula-se que a producéo global anual de biomassa vegetal seja de 200 x
10° toneladas, sendo que a lignocelulose responde por 90% deste valor. Porém, até 20
x 10° toneladas permanecem inacessiveis (Lin & Tanaka, 2003). A lignina é a
responsavel por um dos grandes impedimentos fisicos a hidrélise da lignnocelulose.
Em razdo do alto grau de compactagdo conferido a celulose, faz-se necesséria a
introdugdo de uma etapa de pré-tratamento e delignificagdo, responsaveis pela
remocao parcial deste composto e abertura da fibra, de modo a tornar a lignocelulose
pré-tratada mais acessivel as etapas seguintes. Porém, a etapa de pré-tratamento
gera problemas que podem tornar toda a proposta do bioetanol desvantajosa: o
tratamento quimico realizado por meio de hidrélise &cida a altas temperaturas resulta
em grandes quantidades de residuos toxicos, tanto para 0 ambiente quanto para as
etapas subsequientes da degradacao da lignocelulose (Leathers, 2003).

Em se tratando do polimero mais abundante do planeta, sua composicdo
pode variar de acordo com a espécie vegetal em questdo. Porém, a composicao
média consiste em 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina. Os dois
primeiros sdo carboidratos resultantes da polimerizacdo de aclcares, enquanto a
lignina € um polimero aromatico produzido a partir de precursores fendlicos (Sanchez,
2009), ndo contendo acucares. Visto que na lignocelulose a celulose responde por

cerca de metade da composicdo e que a degradacdo deste homopolimero libera
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glicose a ser prontamente fermentada, torna-se entdo este o substrato alvo de
intensas pesquisas.

A celulose é um polimero linear formado por repeticdes de D-glicose,
unidas por ligag@es glicosidicas do tipo [3-1,4. O dimero resultante € a celobiose, que
forma longas fibras celuldsicas que interagem entre si por meio de ligagbes do tipo
pontes de hidrogénio. Quanto maior a interacdo entre as fibras, maior € seu grau de
cristalinizagdo e maior sua inacessibilidade a hidrélise. Em contrapartida, a celulose
apresenta regibes amorfas, nas quais as fibras associam-se mais frouxamente (fig. 1).

Ja a hemicelulose é formada por diversos mondémeros, dentre eles a D-
xilose, D-manose, D-glicose, L-arabinose e a D-galactose (Sanchez, 2009). A lignina,
por sua vez, liga-se tanto a celulose quanto a hemicelulose, envolvendo ambas e
conferindo a lignocelulose a propriedade de resisténcia e impenetrabilidade, tdo

importante na manutencdo das paredes celulares vegetais.

Figura 1: Representacé@o da organizagdo da fibra de celulose em regides amorfa e cristalina e esquema
do ataque enzimatico. Estdo indicadas as extremidades redutoras do polimero ((J) e as extremidades
nao-redutoras (I ). Modificado de Lynd (2002).

Atualmente a atencdo dos investidores em bioenergia volta-se para a
etapa seguinte ao pré-tratamento: a hidrolise enzimatica dos polissacarideos. Esta
fase € decisiva tanto para o0 custo quanto para a eficiéncia do processo de
bioconversdo como um todo, pois uma degradacdo enzimatica eficiente pode tanto
gerar grande quantidade de produtos como diminuir a necessidade de um pré-
tratamento quimicamente severo. O emprego de enzimas especificas para a
degradacdo de biomassa vegetal € muito mais interessante que a hidrélise acida
diante do alto custo e risco ao ambiente apresentado por este Gltimo (Wyman, 2007).

Ja a lignina, cuja hidrélise enzimatica nao libera acucares, é apontada por

alguns autores como possivel combustivel de todo o processo, podendo, apés sua
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remocao, ser queimada de modo a produzir calor para as etapas em curso (Wyman,
2007; Hahn-H&agerdal et al., 2006).

Especificamente no caso do bagaco-de-cana, foi possivel no estudo de
Sun e colaboradores (2004) a obtengdo de mais de 43% de celulose apos tratamento
com 4cido acético 80% e 4cido nitrico 70%. Na celulose parcialmente purificada foram
detectadas reduzidas quantidades de hemicelulose (cerca de 4%) e lignina (cerca de
0,5%). O bagaco-de-cana tratado desta forma poderia favorecer o surgimento de
indastrias no pais especializadas na producao de etanol de celulose em larga escala.

Porém, para converter qualquer fonte de acgUcar em bioetanol, estes
acucares devem ser primeiro disponibilizados. No que concerne aos processos
executados durante a bioconversao, inicialmente a biomassa lignoceluldsica deve ser
hidrolisada a di- e monossacarideos fermentesciveis. Atualmente, as tecnologias para
realizacdo destes dois processos esbarram no alto custo e baixo rendimento, sendo
ainda de dificil aplicacdo em larga escala e tornando o bioetanol de celulose

relativamente caro diante dos combustiveis fésseis (Sun & Cheng, 2002).

5. Celulose e celulases: constituinte mais abundant e da lignocelulose e
alvo de enzimas produzidas por microrganismos

Partindo-se da escolha de um substrato lignocelulésico disponivel como o
bagaco-de-cana, sabe-se que o custo do combustivel produzido recaira principalmente
sobre as etapas de processamento deste substrato. Esta etapa consiste em tornar
acessivel aos processos de fermentacao alcodlica os agucares presentes na celulose.
Atualmente, duas formas de processamento sdo possiveis: a hidrélise quimica e a
enzimatica.

Dentre os processos de hidrélise quimica, o mais frequentemente relatado
pela literatura consiste na hidrolise acida, na qual pode-se empregar H,SO, ou HCI,
em temperaturas que variam de 200 a 240°C (Sanchez & Cardona, 2008). Embora
estes sejam agentes poderosos na hidrélise da celulose, sdo também toxicos,
corrosivos e perigosos a manipulacdo humana, requerendo também a utilizacdo de
reatores resistentes a corrosdo (Sun & Cheng, 2002). Além disso, a degradacdo da
celulose por estes métodos inevitavelmente gera compostos téxicos, como o hidroxi-
metil-furfural (Sanchez & Cardona, 2008).

A hidrélise quimica é uma tecnologia ja antiga e amadurecida, além de ter
larga aplicacdo, porém apresenta, além das desvantagens supracitadas, a dificuldade
de separacdo da glicose dos produtos téxicos aos microrganismos empregados
(Sukumaram et al., 2009).
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Atualmente tém sido sugerida a adaptacdo destas metodologias para os
processos de pré-tratamento (Sun & Chen, 2002), que consistem basicamente em
aumentar a exposicdo da lignocelulose ao ataque enzimético. Esta etapa é capaz de
remover os constituintes de dificil degradacdo, como é o caso da lignina.

O método enzimatico apresenta inimeras vantagens perante as tecnologias
de hidrélise quimica: embora o processo possa ser mais lento, ele tem demonstrado
maior especificidade e eficiéncia, podendo ocorrer em condicbes ambientais sem
producé@o de compostos toxicos (Sanchez & Cardona, 2008; Sukumaram et al., 2009).
Um outro aspecto importante € que a supressdo do emprego de grandes quantidades
de &cidos fortes para hidrélise pode reduzir os gastos de producéo (Wyman, 2007).

Porém, ao se optar pela segunda metodologia, surge a necessidade de
contornar-se a questao da inacessibilidade da celulose de uma dada biomassa. Como
mencionado acima, tém sido sugerido o emprego de compostos &cidos para
promoverem a maior abertura da fibra lignocelulésica, facilitando o ataque enzimatico.
Além disso, a otimizacdo de um s6 método de pré-tratamento € inviavel, visto que ha
uma larga disponibilidade de biomassas com distintas caracteristicas (Lin & Tanaka,
2006; Wyman, 2007). Por outro lado, existem também estratégias de pré-tratamento
alternativas, como por exemplo a deslignificacdo biolégica, a qual consiste na
aplicacdo de enzimas responsaveis pela degradacédo da lignina, grande responséavel
pela impenetrabilidade da lignocelulose. Esta metodologia reside no emprego de
peroxidases produzidas principalmente pelo basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium (Sun & Cheng, 2002; Kumar et al., 2008).

Enzimas celuloliticas sdo encontradas nos trés dominios (Cantarel et al.,
2008). Dentre as bactérias, os organismos celuloliticos concentram-se nos filos
Actinobacteria e Firmicutes. Nestes casos as enzimas produzidas sdo ancoradas a
parede celular num grande complexo chamado celulossoma. Ja dentre os eucariotos,
a distribuicdo é bastante ampla no reino Fungi, sendo estes microrganismos
conhecidos decompositores de matéria organica (Lynd et al., 2002). Aliado a isso, por
apresentarem maior eficiéncia na hidrélise de compostos lignocelulésicos associada a
producdo de maiores quantidades de enzimas (Kumar et al., 2008), as enzimas de
fungos sdo biotecnologicamente mais interessantes, conforme sera discutido mais
adiante.

Em fungos, dentre as espécies capazes de realizar degradacédo de celulose
destacam-se 0s Ascomicetos (género Humicola), Basidiomicetos (género
Phanerochaete) e Deuteromicetos (géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma)
(De-Paula et al., 1999; Lynd et al., 2002; Dashtban et al., 2009).
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A utilizacdo de celulose por microrganismos tém, além da aplicabilidade
biotecnoldgica discutida neste trabalho, uma grande importancia ecolégica. Cerca de 4
x 10° toneladas deste polimero sdo formadas anualmente (Aro et al., 2005). Ao
degradarem a matéria organica, os microrganismos possibilitam o fluxo de carbono em
escala global reciclando-os de volta & forma inorganica, evitando que esta imensa
guantidade de biomassa se acumule e inviabilize a vida. Além disso, as celulases
produzidas por estes microrganismos sdo indispensaveis na nutricdo de ruminantes.
Por sua vez, ruminantes sdo uma importante fonte de proteina na nossa dieta.

Enzimas celuloliticas ou celulases s&o responsaveis pela hidrélise das
ligagcBes glicosidicas do tipo 31,4 da celulose e podem ser divididas em trés classes,
conforme seu modo de acdo: endoglicanases ou endo-i3-1,4-glicanases (EC 3.2.1.4),
que sdo responsaveis pelo ataque randdmico das ligacbes glicosidicas internas da
celulose amorfa, gerando oligossacarideos de variados tamanhos e também novas
extremidades. Estas sdo alvo das celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), que degradam
processivamente extremidades redutoras e ndo-redutoras da celulose amorfa ou
microcristalina, liberando glicose ou celobiose, um dimero de glicose. Por fim, as -
glicosidases hidrolisam celobiose e por vezes também oligossacarideos menores,
liberando glicose (Lynd et al.,, 2002; Sanchez, 2009). Um esquema da hidrdlise

enzimatica operada por estas enzimas encontra-se na figura 2.

Endoglicanase

Celobiohidrolase

R-glicosidase

Figura 2: Esquema dos pontos de clivagem do substrato executada pelas trés classes de celulases.
Estdo evidenciadas na figura regides e ligacGes especificas a serem hidrolisada por cada classe.
Modificado de Kumar e colaboradores (2008).
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Uma organizacdo completa e didatica de enzimas ativas sobre carboidratos
foi elaborada, até o surgimento de uma atualizada base de dados de glicosil

hidrolases, transferases, dentre outras (Cantarel et al., 2008; http://www.cazy.org). H&

cerca de vinte anos o0 mesmo grupo de pesquisa vem levantando dados a respeito de
caracteristicas comuns entre as diferentes glicosil hidrolases. Com o objetivo de evitar
as categorizagbes controversas e insuficientes do sistema IUPAC, Henrissat e
colaboradores (1991) iniciaram um processo de comparacdo sistematica de glicosil
hidrolases. Desse modo, enzimas de uma mesma familia compartiiham aspectos
como mecanismo de hidrdlise, identidade do sitio catalitico e estrutura tridimensional,
sendo que as familias com proteinas de mesma conformacéo estdo unidas no mesmo
cla. Atualmente esta base de dados conta com 115 glicosil hidrolases alocadas em 14
clas (Cantarel et al., 2008). A conformacédo tridimensional do sitio catalitico &

compativel com a regido do substrato a ser atacada e com o modo de acédo da enzima
(fig. 3).

Figura 3. Dois dos trés tipos de conformagdes tridimensionais das regides que contém os sitios ativos
encontradas em glicosil hidrolases. (a) Fissura (endoglicanase E2 de T. fusca); (b) Tunel (celobiohidrolase
Il de T. reesei). O sitio catalitico previsto esta indicado por setas. Modificado de Davies & Henrissat
(1995).

O mecanismo de acdo destas enzimas consiste na acdo de um doador e um
receptor de protons, que formam a diade catalitica, podendo ser composta por
residuos de glutamato ou aspartato, a depender da familia. Como resultado da
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catélise, pode ocorrer tanto inversdo quanto retencdo da configuracdo do carbono
anomérico, sendo este fator um outro aspecto decisivo para classificacdo destas
enzimas (Withers & Aebersold, 1995).

Diante da jA& mencionada inacessibilidade e insolubilidade do substrato,
celulases por vezes contam com um modulo de ligagdo a carboidratos (carbohydrate-
binding modules - CBM) em sua estrutura. Esta regido, embora dispensavel para a
catalise, é responséavel por facilitar a hidrélise, aproximando enzima e substrato (Lynd
et al., 2002). Porém, o CBM né&o estd presente em todas celulases, sendo sua
auséncia inclusive preferencial em algumas aplicagbes, como é o caso da industria
téxtil (Camassola et al., 2007).

Como €& comum aos sistemas enzimaticos que atuam em conjunto, as
celulases atuam de forma cooperativa ou sinergistica. Logo, a soma das atividades
individuais é inferior a atividade das enzimas atuando em conjunto. Sao descritas
diversas formas de sinergismo para celulases, dentre elas o existente entre
endoglicanases e celobiohidrolases e também entre celobiohidrolases e 3-glicosidases
(Lynd et al.,, 2002). Desse modo, assim como ocorre na natureza, € altamente
aconselhavel que a busca biotecnoldgica ndo se baseie em uma Unica enzima, e sim
na otimizacdo de misturas enzimaticas capazes de degradar um substrato natural
complexo, liberando hexoses e pentoses, substratos para a posterior fermentacdo a
etanol.

Seguindo o objetivo de obtengdo de um combustivel de baixo custo,
interessante € a utilizacdo de enzimas cujo custo de produgédo também seja baixo. O
aumento da dosagem de enzimas na degradagédo de uma determinada biomassa pode
aumentar o rendimento da hidrélise, porém concomitantemente aumentam-se 0s
gastos. Desse modo, salienta-se a necessidade de obtencdo de enzimas eficientes,
de termoestabilidade considerdvel e com alta atividade especifica.
Conseqguentemente, a utilizacdo de reduzidas quantidades de enzima resultaria na

maior producao de glicose sem necessidade de adicdo de enzima excedente.

6. O potencial celulolitico de fungos filamentosos

Um exemplo de fungo filamentoso conhecido produtor de celulases e
organismo modelo de estudos nesta area é o deuteromiceto Trichoderma reesei. Este
fungo tem alto potencial celulolitico, sendo responsavel pela producdo de cinco
endoglicanases, duas celobiohidrolases e duas 3-glicosidases (Takashima et al., 1999;
Herpbel-Gimbert et al., 2008). Em razdo de seu extenso arsenal enzimatico e sua
capacidade de degradacéo de celulose microcristalina, T. reesei tem sido ha muito um

parametro no que concerne a aplicagédo industrial de celulases (Kubicek et al., 1992).
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Este fungo é ha cerca de cinglenta anos o modelo para estudo de enzimas
lignoceluloliticas de modo geral, incluindo sua regulacdo (Rauscher et al., 2005;
Stricker et al., 2008) e tendo representantes destas enzimas com estrutura
tridimensional elucidada (Rouvinen et al., 1990; Kleywegt et al., 1997; Leggio et al.,
2002).

O secretoma de duas linhagens deste fungo obtidas por mutagénese
randdmica mostra a ocorréncia de inimeras enzimas lignoceluloliticas, revelando o
direcionamento do metabolismo para a producédo destas hidrolases quando da inducdo
do fungo em meio contendo lactose (Herpdel-Gimbert et al., 2008). A linhagem
hipersecretora RUT-C30, por exemplo, demonstra ter um metabolismo mais voltado
para a producao de celulases, porém as mutacdes que causaram este fenbmeno séo
ainda pouco claras (Herptel-Gimbert et al., 2008). Recentemente foram detectadas a
delecdo de 29 ORFs nesta linhagem em relacdo a linhagem selvagem (Seidl et al.,
2008), além da producdo de uma forma truncada do mediador da repressdo por
carbono, CREL. Os efeitos precisos destas mutacdes ainda sdo desconhecidos,
embora seja provavel que estes efeitos de causa pouco clara favorecam a aplicacao
industrial desta linhagem. Entretanto, quando produzidas em sistema heterdlogo as
enzimas de T. reesei ndo necessariamente demonstrariam melhores valores de
atividade, visto que sua expressao e secrecdo ndo dependeriam mais da fisiologia
alterada artificialmente de seu organismo de origem. Outro fator a se salientar é que
as misturas enzimaticas naturalmente produzidas por um Unico fungo n&o
necessariamente séo otimizadas para degradagéo de um determinado composto.

A caracterizagdo do pool celulolitico e hemicelulolitico de um potente
decompositor de biomassa como T. reesei é tema constante na literatura
especializada (Juhasz et al., 2005; Herpoel-Gimbert et al., 2008). Nesse sentido, &
necessario investir ndo sé em outros fungos como também em outras metodologias de
producdo de enzimas. Na natureza, uma sO espécie ndo é o suficiente para
degradacdo de biomassa vegetal, tampouco s6 uma classe enzimética. T. reesei tem
alta producéo da CBHI e escassez de BGLI e I, e também algumas linhagens, como
RUT C-30 ndo tém potencial de degradar hemicelulose com eficiéncia (Herpdel-
Gimbert et al., 2008). Este desbalanco observado no pool lignocelulolitico de T. reesei
pode desmotivar sua utilizacdo na degradacdo de substratos complexos.

Ha inimeros outros fungos lignoceluloliticos com potencial biotecnologico
comparavel a T. reesei no que concerne a sua eficiéncia enzimatica. Estes possuem
também multiplos genes de celulases e o fungo filamentoso Aspergillus nidulans nao é
excecdo. Este organismo ha muito tém seu arsenal lignocelulolitico descrito (Sharma
et al., 1991; Chikamatsu et al., 1999; de Vries & Visser, 2001; Lockington et al., 2002)
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e seu genoma de 31 Mb sequenciado, apresentando mais de 9000 genes
codificadores de proteinas, organizados em oito cromossomos (Galagan et al., 2005).

Foram descritas nos Aspergilli a producdo das trés classes de celulases,
sendo a espécie A. nidulans produtora de um total de trés endoglicanases, trés
celobiohidrolases e quatro R-glicosidases (de Vries & Visser, 2001). Dentre as
endoglicanases de outras espécies do género Aspergillus, Bagga e colaboradores
(1990) afrmam a existéncia de no minimo uma e no maximo trés isoenzimas.
Segundo os resultados destes autores, em todos os outros Aspergilli observados,
somente A. nidulans apresentou producdo das trés isoenzimas, sendo que outras
espécies conhecidas como A. niger e A. oryzae apresentaram producdo de s6 uma
forma de endoglicanase.

Sabe-se que endoglicanases ou CMCases (nome dado em funcdo do
substrato artificial usado para caracterizacdo de sua atividade em ensaios
enzimaticos) sdo geralmente monoméricas e de tamanho molecular de 22 a 45 kDa,
tendo pouca ou nenhuma glicosilacdo e apresentando freqlentemente atividade 6tima
na faixa de pH de 4 a 5 e temperatura de 50 a 70°C (Dashtban et al., 2009). Quanto a
sua estrutura, a diade catalitica esta presente na por¢do interna de uma fissura em
forma de “V” (Davies & Henrissat, 2005) e estas enzimas podem ou n&o apresentar
CBMs (Dashtban et al., 2009).

No arsenal celulolitico de A. nidulans, as endoglicanases sédo a classe
enzimatica mellhor descrita. Os estudos eletroforéticos de Bagga e colaboradores
(1989) j4& apontavam para a existéncia de trés isoenzimas, homeadas por este grupo
EGI, EGIl e EGIII. As duas primeiras endoglicanases foram detectadas em todas as
linhagens empregadas neste estudo e somente EG | foi detectada em todas linhagens
analisadas por Sharma e colaboradores (1990). Porém, foi observado que a terceira
endoglicanase, de tamanho maior e surgimento mais tardio, tinha sua producdo
vinculada a formacado de cleistotécios. Posteriormente, informacgfes adicionais foram
elucidadas a respeito desta enzima (Choi et al., 2005).

Ainda segundo Bagga e colaboradores (1989), foi sugerido que as enzimas
EGI e EGII tinham pico de producédo de 2 dias em culturas agitadas e estacionarias.
Foram obtidos consideraveis valores de atividade no meio intracelular, principalmente
em frascos agitados. Em experimentos de atividade em gel foi observado a mesma
intensidade de bandas tanto para a fracéo intra quanto extracelular. Este fato levanta a
possibilidade de uso de um sistema de secrecdo mais eficiente, visto que relevante
quantidade de enzima permaneceu no citoplasma.

Bagga e colaboradores (1990) purificaram e caracterizaram todo o pool

celulolitico de A. nidulans, porém, especialmente em razdo de diferentes
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nomenclaturas dadas por diferentes autores, os resultados sdo de dificil comparacao
com outros estudos a respeito das mesmas enzimas.

Dentre as endoglicanases de A. nidulans, a endoglicanase A (EG A) é até
entdo a enzima melhor descrita deste fungo (Chikamatsu et al., 1999), embora as
informacbes disponibilizadas quanto a seus parametros cinéticos sejam
bioguimicamente insuficientes. Segundo este artigo, que utiliza nomenclatura de Aa C
para as endoglicanases, a producdo de EG A respondeu & indugao com carboxi-metil-
celulose (CMC), gerando uma proteina de 35 kDa, posteriormente purificada. EG A
mostrou atividade étima a 50°C e em tampéo fosfato de sédio 50mM pH 6,5, sendo
gue manteve cerca de 80% de sua atividade quando incubada por até duas horas em
tampdes de pH 4,5 a 7,5 a 37°C. Quanto a sua termoestabilidade, foi observada
manuten¢do de 50% da atividade apés 1h de incubacéo de 30 a 70°C.

Ainda segundo Chikamatsu e colaboradores (1999), esta enzima apresentou
valores de atividade especifica sobre CMC e celulose microcristalina (Avicel) de 21 e
0,32 U/mg de proteina, respectivamente. Neste estudo, uma unidade de enzima foi
definida como a quantidade de enzima responsavel pela liberacdo de 1 umol de
glicose por minuto.

A endoglicanase A apresenta 326 residuos de aminoacidos, portando em sua
sequéncia primaria caracteristicas tipicas de glicosil hidrolases da familia 5, ndo
apresentando modulo de ligagcdo a carboidratos e com diade catalitica composta por
dois residuos de glutamato (Cantarel et al., 2009).

Posteriormente, em uma ampla andlise do potencial de degradacdo da
parede celular de Arabidopsis thaliana operada por diversas enzimas de A. nidulans,
Bauer e colaboradores (2006) clonaram 72 cDNAs codificadores destas enzimas.
Dentre eles, estava a endoglicanase A. Esta enzima foi expressa pela linhagem X-33
de Pichia pastoris (Invitrogen) e apresentou valores de atividade maiores quando
incubada em tampé&o néo informado a 50 mM em pH 4,0 a cerca de 57°C. Entretanto,
como o foco deste artigo era distinto do foco do presente trabalho, o sobrenadante da
levedura transformada ndo passou por etapas de purificacdo das enzimas
recombinantes, tampouco varios aspectos foram levantados para uma caracterizacao
mais completa da endoglicanase A. Em razdo de sua escassa informacado a respeito
do comportamento enzimatico da proteina recombinante, optou-se por seguir os dados
de Chikamatsu e colaboradores (1999) durante a caracterizacéo.

Quanto as demais endoglicanases de A. nidulans, a literatura fornece
informacdes controversas. Estudos recentes afirmam serem as endoglicanases B e C
codificadas pelo mesmo gene (Endo et al., 2008), enquanto artigos anteriores

afirmavam o mesmo quanto as endoglicanases | e Il (provavelmente correspondentes
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a EG A e EG B) (Sharma et al., 1990). Aliado a isso encontram-se as informacdes ja
mencionadas a respeito da producdo da EG Il (provavelmente correspondente a EG
C) vinculadas a formacéao de cleistotécios (Bagga et al., 1989; Choi et al., 2005). Ainda
uma quarta endoglicanase foi descrita, EG D, provavelmente envolvida em
mecanismos de remodelacdo da parede celular durante a germinacdo devido a seu
dominio expansina-like (Bouzarelou et al., 2008).

Quando ndo confusa, a informagcdo a respeito das endoglicanases,
especialmente EG A, ainda € insuficiente. Diante dos esfor¢os de diversos estudos
pouco conclusivos (Bagga et al., 1989; Bagga et al., 1990; Sharma et al., 1990) e da
caracterizacdo superficial de uma endoglicanase promissora (Chikamatsu et al., 1999;
Bauer et al., 2006) a EG A mostra-se um alvo interessante de projetos de
melhoramento de producédo, caracterizacao bioquimica mais complexa e, futuramente,
componente de misturas enzimaticas otimizadas em laboratorio.

Um meio de facilitar a purificacdo para uma mais confidvel caracterizacéo

bioguimica reside no emprego de organismos hospedeiros para expressao heteréloga.

7. Expressao heter6loga

Dentre as mais utlizadas plataformas de producdo de proteinas
recombinantes encontra-se a levedura Saccharomyces cerevisiae, tendo sido a
espécie pioneira em expressado heteréloga tanto para uso industrial, médico ou no
ambito da pesquisa. Embora tenham organizacdo celular complexa tipica de
eucariotos, sédo de simples manipulagédo e sendo capazes de atingir altas densidades
celulares (Romanos et al., 1992).

Alternativamente também € muito utilizada a bactéria gram negativa
Escherichia coli, porém, por ndo apresentarem maquinaria de processamento pos-
traducional complexo como sistema heter6logo para a expressdo de proteinas
eucarioticas, procariotos tém aplicagcéo reduzida.

No caso especifico de celulases, a produgédo de celulases das trés classes
empregando S. cerevisiae como sistema heterdlogo resultou em baixos niveis de
atividade em razéo da reduzida secrecdo das respectivas proteinas conforme sugerido
pelos autores (Benoliel et al, 2009; Siqueira, 2006). Aliado a este fator, é perceptivel a
grande secrecdo de proteinas nativas de S. cerevisiae em relagdo a proteina
heteréloga, como observado em experimentos de SDS-PAGE realizados pelos
estudos supracitados. Desse modo, a purificacdo do produto recombinante €
dificultada em razdo da grande quantidade de proteinas contaminantes da propria

levedura hospedeira.
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Uma outra desvantagem conhecida de S. cerevisiae € a frequente
hiperglicosilacdo, podendo haver a adicdo de até 150 residuos de manose
(Balamurugan et al., 2006). Esta modificacdo em relagdo a proteina produzida em
sistema nativo poderia muito provavelmente afetar sua acao bioldgica.

Citada na literatura como uma alternativa aos baixos niveis de secrecéo
atingidos por S. cerevisiae estdo as leveduras do género Pichia. Neste género
destacam-se algumas espécies, como P. pastoris e P. angusta (anteriormente
classificada no género Hansenula). Nos experimentos de Mack e colaboradores (2009)
foram verificados maiores valores de densidade celular para P. pastoris, refletindo em
maiores quantidades de proteina recombinante. Além disso, ho mesmo estudo foram
observados menores indices de degradacdo, quanto comparado com P. angusta.
Quando da expressdo heteréloga do fragmento NK-1 do fator de crescimento de
hepatdcitos, P. pastoris, com somente quatro copias do gene NK1 atingiu niveis de
producdo mais de 4 vezes superior aos de P. angusta, portando 12 cépias.

Também como sugerido por Romanos e colaboradores (1992), a levedura
Pichia pastoris tem ha muito surgido como hospedeira promissora na expressao
heterdloga de genes eucaridticos, ndo tendo atividade de hiperglicosilacédo e utilizando
metodologias de clonagem semelhantes as ja estabelecidas para Saccharomyces
(Cereghino & Cregg, 2000).

P. pastoris € um organismo unicelular de féacil manipulagcdo e répido
crescimento, sendo também um eucarioto capaz de realizar eficientemente processos
envolvidos na expressdo, modificagdo pds-traducional e secre¢cdo de proteinas,
gerando niveis de proteina e densidade celular elevados. S. cerevisiae
frequentemente é alvo das concentracdes de substancias téxicas, como € o caso do
acido acético, produzido durante os processos de fermentacdo (Cereghino et al.,
2002).

Segundo Balamurugan e colaboradores (2000), um dos critérios para escolha
do organismo hospedeiro deve levar em conta a fisiologia da expressdo de genes
heterdlogos, ou seja, que vias de inducdo da expressao génica favorecem a producao
das proteinas de interesse e qual o efeito no crescimento celular. Em P. pastoris, o
gene pode estar sob controle de um promotor induzivel, sendo este responsivo ao
metanol ao qual a levedura é exposta. Nos peroxissomos, o metanol € metabolizado a
formaldeido e peréxido de hidrogénio com a participacdo da enzima alcool oxidase
(AOX) na etapa inicial, consumindo oxigénio molecular. A enzima alcool oxidase
citosdlica é sequestrada para 0 peroxissomo para, junto com a catalase, converter o
peréxido de hidrogénio a oxigénio e agua. Parte do formaldeido gerado, por sua vez, é

oxidado por desidrogenases citoplasmaticas, fornecendo energia a célula. O restante €
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convertido a gliceraldeido-3-fosfato apds uma série de reacdes (Cereghino & Cregg,
2000) (fig. 4)

CH,OH
/ / Peroxissomo\
co, CH,OH
0,
4 1 2

HCHO ——— = HCHO

3
GAP DHA

\Citoplasma K //

Figura 4. Representacdo esquematica das principais reacdes da via de metabolizacdo do metanol em
uma célula de Pichia pastoris. 1, alcool oxidase; 2, catalase; 3, dihidroxiacetona sintase; 4,
desidrogenases citoplasmaticas; DHA, dihidroxiacetona; GAP, gliceraldeido 3-fosfato. Os compartimentos
celulares desenhados ndo estdo em escala.

A enzima responsavel por operar o primeiro passo do processo ilustrado na
figura 4 tem baixa afinidade por oxigénio molecular. Portanto, o metabolismo aerébico
de P. pastoris parece compensar este fato produzindo altas quantidades de alcool
oxidase (Higgins & Cregg, 1998). Isso é observado pelo aumento de cerca de 1000
vezes na producdo da proteina heteréloga diante da utilizacdo de metanol como Unica
fonte de carbono. (Cereghino et al., 2002).

Pichia pastoris € capaz de atingir altas densidades celulares (Cereghino &
Cregg, 1999). Para tal, 0 aumento de biomassa € resultante do consumo de uma fonte
de carbono ndo indutora, ndo-fermentescivel, porém tampouco repressora: glicerol.
Em seguida, inicia-se a alimentagdo com metanol, e esta pode ser realizada
gradativamente caso o crescimento se dé em um fermentador. Neste caso, a
administracdo de glicerol a cultura seria o fator limitante para o crescimento,
diminuindo assim as forcas de repressédo do sistema de produgdo da enzima &lcool
oxidase. A ativacdo deste sistema dar-se-ia com o inicio da introdugcédo de metanol em
concentracdes crescentes, permitindo a aclimatacdo da levedura e o inicio da
producdo da proteina recombinante (Cereghino et al., 2002).

Ha dois genes responsaveis pela sintese da enzima alcool oxidase: AOX1 e
2, embora o primeiro responda pela maior atividade desta enzima (Cregg et al., 1988),

sendo que em metanol os transcritos de AOX1 podem atingir 5% do RNA poli-A*
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produzido (Higgins & Cregg, 1998) e a enzima codificada, por sua vez, responsavel
por 30% do pool de proteinas intracelulares (Cereghino, 2000). Estes dados
demonstram a atraente aplicabilidade do metanol na inducdo dos promotores AOX
para expressdo de genes sob seu controle. Desse modo, a insercdo do gene
codificador da proteina de interesse inserido em vetores de expressao integrativos
pode ser direcionada para o locus AOX.

Visto que muitas das linhagens comerciais apresentam marcas auxotroficas,
a confirmacdo da presenca da sequéncia de DNA exdgena no meio intracelular € o
crescimento na auséncia de dado componente que a levedura é incapaz de produzir.
Dentre as marcas auxotroéficas existentes nesta levedura encontram-se a delecdo dos
loci his4, ura3, arg4, dentre outros. Porém, a verificacdo da integracdo no genoma de
P. pastoris do fragmento de DNA exdgeno s6 é possivel mediante experimentos de
estabilidade mitética ou, mais confiavelmente, Southern blot. A correta integracdo de
fragmentos do vetor de expressdo no genoma € imprescindivel, bem como a
identificacdo do locus de integracdo. Esta ultima informacao possibilita ao pesquisador
identificar o fendtipo da levedura transformada no que concerne a taxa de utilizacédo de
metanol.

Em caso de integracéo no locus HIS4 mutado no genoma, todas as leveduras
terdo seu gene AOX1 preservado. Como este gene codifica a enzima responsavel pela
maior atividade da alcool oxidase no metabolismo de P. pastoris, a metabolizacdo de
metanol e o0 consequente crescimento da levedura sdo rapidos. Este quadro
caracteriza o fenétipo Mut® (methanol utilization plus — utilizacdo “rapida” de metanol).
Por outro lado, a remocdo do gene AOX1 nativo resulta no fenétipo Mut® (methanol
utilization slow — utilizacao lenta de metanol). A identificacdo do fenétipo € interessante
visto que a velocidade de utilizacdo de metanol e de crescimento da levedura podem
influenciar em parametros como dosagem de metanol a ser realizada e
processamento do produto heterdlogo.

Apoés confirmagdo da integracdo da seqiéncia exégena no genoma da
levedura hospedeira, bem como da identificacdo do numero de copias do gene
heterélogo, os clones transformantes podem ser avaliados no que concerne a
producdo da proteina de interesse. Esta etapa de varredura é essencial para que seja
selecionado o melhor transformante.

Encontram-se também disponiveis outras estratégias de inducdo e de
integracdo no genoma de Pichia pastoris, como o emprego de promotores de resposta
constitutiva, como o promotor da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, Pgap, € O
promotor da formaldeido desidrogenase dependente de glutationa, Pr p; (Cereghino &

Cregg, 2000), ou de resposta a outros indutores (Cereghino, 2000). Sdo também
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encontradas linhagens deficientes em genes codificadores de proteases, cujo emprego
pode otimizar a producdo da enzima heteréloga. Porém, devido a seu crescimento
mais lento, sua utilizagdo so6 é sugerida em casos de prejuizo na producao da proteina
heterdloga devido a protedlise (Cereghino & Cregg, 2000). Independente do método
de inducéo e vetores de expressédo a serem empregados, o sistema de expresséo de
P. pastoris apresenta uma adicional vantagem de estar disponivel como um kit

comercial (Pichia Expression Kit, Invitrogen).

8. Principais vetores de expressao e linhagens de P. pastoris

Recentemente o genoma e o secretoma desta levedura foram publicados
(Mattanovich et al., 2009), enfatizando a facilidade da purificacdo de produtos
heterbélogos secretados diante da baixa quantidade de proteinas nativas secretadas
pela hospedeira (Balamurugan et al., 2006). No caso da linhagem DSMZ 70382 de P.
pastoris, a maioria das proteinas tem massa molecular superior a 40 kDa. Dentre as
linhagens disponiveis em nosso laboratério e visando o objetivo de alta producgéo de
celulases recombinantes, torna-se interessante o emprego da linhagem GS115. E
também interessante o emprego de linhagens com genes de proteases deletados,
como € o caso de SMD1168. Entretanto, em razdo de seus menores niveis de
producdo, esta torna-se uma op¢ao somente quando a protedlise apresenta-se como
um impedimento confirmado durante a produg¢do da proteina heteréloga. A linhagem
GS115, embora ndo apresente delecdo de genes de proteases, € bastante eficiente no
gue concerne a alta produtividade em razdo das altas taxas de divisdo celular.

Quanto aos vetores para expressdo heter6loga em P. pastoris, a estrutura
bésica de todos os vetores comercializados € mesma, sendo que nenhum conta com
origem de replicagdo para levedura. Por outro lado, muitos vetores carregam o gene
his4, responsavel por complementar a marca auxotréfica da levedura apdés a
integracéo, visto que muitas das linhagens comerciais de P. pastoris sdo incapazes de
produzir histidina ou sobreviver em um meio sem este aminoacido. Para que o
processo de transformacdo aconteca com sucesso, é necessario que a levedura
recombinante His" tenha integrado em seu genoma a sequiéncia do vetor em parte ou
em sua totalidade. Todos eles contam com a sequéncia do promotor AOX1, localizada
a montante do sitio multiplo de clonagem. A jusante deste localiza-se a seqiiéncia
terminadora do gene AOX1l. Estd presente também o gene da R-lactamase,
responsavel pela resisténcia a ampicilina, alvo de presséo seletiva quando das etapas
de sub-clonagem em bactéria. Por ultimo, € encontrada também uma origem de
replicacdo para bacteriéfagos, visando a producdo de ssDNA para experimentos

envolvendo mutagénese.
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Tendo em vista a purificacdo do produto heter6logo em um sobrenadante
pobre de proteinas nativas, optamos pela secre¢éo do produto heterélogo para o meio
extracelular. Para tal, € necesséria a presenca do DNA codificador de uma sequéncia-
sinal no vetor ou no cDNA clonado.

Dentre os vetores com DNA de seqliéncia-sinal no préprio vetor estd
disponivel pHIL-S1, portando a sequéncia codificadora do peptideo-sinal da fosfatase
acida (produzida a partir do gene PHO). Uma outra opcdo é o vetor pPIC9, que
apresenta o peptideo-sinal do feroménio do tipo e acasalamento a de Saccharomyces
cerevisiae. Entretanto, é salientado pela empresa comercializadora da levedura que a
sequéncia-sinal do gene PHO, apesar de ser nativa da prépria levedura, pode néo
acarretar em correta secrecao (Pichia Expression kit, Invitrogen).

Por fim, dentre os vetores desenhados para expressao intracelular, ressalta-
se o vetor pHIL-D2. Neste caso, para secrecdo do produto heterdloga faz necessaria a
clonagem de uma seqiéncia codificadora de peptideo-sinal a ser reconhecido pela
hospedeira, conforme mencionado anteriormente. Em nosso grupo este vetor ja foi
empregado com sucesso por Oliveira (2007), que observou o correto processamento
do peptideo-sinal da celobiohidrolase 1.2 de Humicola grisea var. thermoidea por P.

pastoris.
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Justificativa

Diante do interesse biotecnoldgico em relagdo ao aproveitamento de
residuos da agricultura para a producéo de bioetanol, varios esforcos em nosso grupo
de pesquisa tém sido realizados visando a producdo heteréloga e caracterizagcdo de
produtos recombinantes com atividade celulolitica. A caracterizacdo de enzimas
recombinantes rende maior confiabilidade ao seu emprego no futuro, como
componente de misturas enzimaticas para degradacao de substratos complexos.

Com o estabelecimento dessa linha de pesquisa em nosso laboratorio,
nossa participagao no projeto Bioetanol MCT/FINEP residiu na producéo de celulases
recombinantes, dentre elas a endoglicanase A de Aspergillus nidulans. Aliado a isso, é
possivel enriquecer a literatura por meio da descricdo mais completa de aspectos
funcionais da endoglicanase A de A. nidulans, fungo com genoma sequenciado e rico
em atividade lignocelulolitica, porém com dados desatualizados e controversos no que
diz respeito a aspectos mais especificos das celulases produzidas.

Nesse sentido, este trabalho propde a utilizacdo da vantajosa e padronizada
metodologia de expressdo heteréloga em P. pastoris para producéo da endoglicanase
A de A. nidulans com posterior purificacdo do produto recombinante e caracterizacao

bioguimica.
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Objetivos

1 Objetivo
« Obijetivo geral:
v' Expressado heterdloga da endoglicanase A de Aspergillus nidulans e

caracterizacdo funcional da enzima recombinante.

« Estratégia experimental:

v' Extracdo de RNA total de A. nidulans, apds cultivo em condicbes de
inducdo do sistema lignocelulolitico, e sintese do cDNA eglA

v Clonagem do cDNA eglA em vetor de expressédo de P. pastoris

v Producdo da enzima recombinante em sistema heter6logo de P.
pastoris;

v Selecao dos clones produtores da enzima recombinante;

v Andlise da cinética de producéo da enzima heteréloga;

v' Obtencd@o de fragBes purificadas total e/ou parcialmente contendo a
endoglicanase A heteréloga,

v’ Caracterizagdo bioquimica da endoglicanase A heteréloga presente nas

diferentes fracdes da purificacao.
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Figura 5: Esquema da estratégia definida para clonagem do cDNAs eglA nos vetores de expressao para P. pastoris. Esta ilustrada somente a estratégia de clonagem do
cDNA de interesse no vetor pPIC9, sendo que para a construgdo em pHIL-D2 a estratégia geral foi a mesma. Estéo indicadas as etapas de constru¢@o dos vetores (Parte A),
transformacéo da levedura e selecéo de clones (Parte B), purificagdo (Parte C) e caracterizagdo do produto heterdlogo (Parte D). A disposi¢ao dos itens nas se¢des Métodos
e também na secdo Resultados segue a divisao estabelecida neste fluxograma.
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1 Linhagens de microrganismos

» Escherichia coli

Para realizagdo das etapas de transformacé&o foi empregada a linhagem
bacteriana XL10 Gold® Ultracompetent Cells (Stratagene). As aliquotas de células
transformadas foram mantidas a -80°C em glicerol 35% e cultivadas em meio LB
suplementado com os antibidticos adequados nas concentragfes recomendadas. O

protocolo de competéncia esta descrito na secdo Métodos.

Tabela 1. Linhagem de Escherichia coli utilizada.

Linhagem Gendtipo Fabricante

o TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
XL10 Gold _
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte
Ultracompetent . Stratagene
Cell [F" proAB laclgZzDM15
ells

Tnl10 (Tetr) Amy Camir].

* Pichia pastoris

Para realizacdo das transformacdes de levedura visando producdo das
enzimas heter6logas foi utilizada a linhagem GS115 de P. pastoris (Invitrogen),
incapaz de crescer na auséncia de histidina em razdo da delecdo do gene his4. A
transformacé&o seguiu o protocolo descrito na se¢do Métodos (item B1) e as aliquotas

de células foram utilizadas imediatamente.

* Aspergillus nidulans
A linhagem argB™ (pabaAl, biAl, methG1, argB) utilizada neste estudo foi
gentilmente cedida pelo Dr. Joseph Strauss da Universidade Tecnoldgica de Viena

(Austria) e é incapaz de crescer na auséncia de arginina.

2 Vetores

» Para Escherichia coli

Para construcédo dos vetores visando a transformacdo bacteriana durante
as etapas de sub-clonagem foi empregado o vetor comercial pGEM-T® (Promega) (fig.
6). As construcdes concluidas a partir deste vetor estéo descritas na sec¢ao Resultados
(tabela 2).

30



Material

SP6 «—

~-~
~
-
Il P -
~ -
-
~-
~
-

-
"
-

Xmnl

Scal

Figura 6: Mapa fisico do vetor pGEM-T® (Promega). Estd indicado na figura o sitio multiplo de clonagem
e sitios de restricdo para endonucleases.
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Figura 7: Mapa fisico do vetor pHIL-D2 (Invitrogen). Estdo indicados sitio mdltiplo de clonagem (em
destaque no topo), sitios de restricdo para principais enzimas e outras regides componentes.
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Figura 8. Mapa fisico do vetor pPIC9 (Invitrogen). Estdo indicados sitio mdltiplo de clonagem (em
destaque no topo), sitios de restricdo para principais enzimas e outras regides componentes. PSy*:
sequéncia codificadora do peptideo-sinal do fator-a de Saccharomyces cerevisiae.
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Quanto as construcBes para expressdo heteréloga em P. pastoris, a
estratégia experimental envolveu a utilizacdo de dois diferentes vetores, cujos mapas

estdo nas figuras 7 e 8.

3 Oligonucleotideos sintéticos especificos
Os oligonucleotideos utilizados, sintetizados pela IDT (Integrated DNA
Tecnologies), foram recebidos na forma de um liofilizado, posteriormente

ressuspendido em Tris-HCI 5 mM pH 7, para uma concentracéo final de 100 pM.

Tabela 2. Caracteristicas dos oligonucleotideos desenhados e seus respectivos sitios de restricdo. Os
sitios de restricdo a serem introduzidos nos cDNAs produzidos correspondem a sequiéncia sublinhada

Tm

Gene Oligonucleotideo Sequéncia (5° =23 o)

endoglicanase EG A; 5'(EcoRV) GATATCACCATGAGATCTCTCGTCCTTC 57,8
Ade A.
nidulans — °PS

EG A 3’ (EcoRV) GGATATCTTATTGACTTCCCACGAAATAC 55,3
nativo

endoglicanase TACGTAGCTTTCACATGGTTTGG
Ade A EG A, 5 (SnaBl) 55,3

nidulans — ®PS

heterélogo EG A 3 (Avrll) CCTAGGTTATTGACTTCCCACG 54,9

endoglicanase
Ade A. EG An FW"° GTCCCTTGTCCTGAACCTCA 56,5

nidulans

endoglicanase
Ade A. EG An REV® CAGGCTCCAGTCCAAGAGTT 56,8

nidulans

PS: seqiiéncia codificadora do peptideo-sinal

b Oligonucleotideos empregados no experimento de gPCR

A partir dessa solugdo estoque, foram preparadas aliquotas de cada
iniciador na concentracdo de 10puM. O armazenamento deu-se a —20°C até o momento
de sua utilizac&o. A tabela 2 mostra as principais caracteristicas dos oligonucleotideos
empregados. Estdo também descritos nesta tabela os oligonucleotideos empregados

no experimento de PCR em tempo real.
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4 Meios de cultura
Todos meios de cultura foram autoclavados a 120°C por 20 minutos e
diluidos em agua destilada, exceto quando discriminado outro diluente ou outro

processo de esterilizacao.

4.1 Meios para cultivo de bactérias
4.1.1 Meio Luaria-Bertani (LB) pH 7,2

Extrato de levedura (p/v) 0,5%
Peptona de caseina (p/v) 1,0%
NacCl (p/v) 1,0%

Para solidificacdo do meio foi empregado 1,5 % (p/v) de agar bacteriologico.

4.2 Meios para cultivo de fungos filamentosos
4.2.1 Meio minimo para A. nidulans pH 6,8
Solucao de sais (v/v) 2,0%
Glicose (p/v) 1,0%

Para solidificacdo do meio foi empregado 2 % (p/v) de &gar bacteriologico.

4.2.2 Solucéo de Sais

KCI (p/v) 2,6 %
MgSO,-7H,0 (p/v) 1,0%
KH,PO, (p/v) 7,6 %
Solugéo de elementos trago (v/v) 5,0 %

4.2.3 Solucéo de elementos-traco pH 2,0 10x

Na,B,0;-10H,0 (p/v) 0,04 %
CuS0O,-5H,0 (p/v) 0,40 %
FeS0,4-7H,0 (p/v) 0,71 %
Na2MoO;-2H,0 (p/v) 0,80 %
ZnS0O4-7H,0 (p/v) 0,08 %

Ajustar o pH com HCI.
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4.2.4 Meio completo para A. nidulans pH 6,5a6,8

Solucgéo de sais (v/v) 2,00 %
Caseina hidrolisada (p/v) 0,15 %
Glicose (p/v) 1,00 %
Peptona (p/v) 0,20 %
Extrato de levedura (p/v) 0,05 %
Suplementos 1x

4.2.5 Suplementos
Todos os suplementos foram diluidos em agua bidestilada e esterelizados
por filtracdo em membrana de 22 um. As solucfes foram feitas de modo a ficarem cem

vezes concentradas em relagdo a sua concentracao final.

4.2.5.1 Solucao de tartarato de Amonio

Tartarato de amonio (p/v) 9,2%

4.2.5.2 Solucao de acido paraminobenzdéico

Acido paraminobenzaico (p/v) 0,02 %

4.2.5.3 Solucéo de D-biotina
D-biotina (p/v) 0,01 %

4.2.5.4 Solucéo de L-metionina
L-metionina (p/v) 2,98 %

4.3 Meios para cultivo de leveduras
4.3.1 Meio YPD pH 7,2

Extrato de levedura (p/v) 1,0%
Peptona de caseina (p/v) 2,0%
Glicose (p/v) 2,0%

Para solidificacdo do meio foram empregados 2,0 % (p/v) de agar
bacteriologico.

4.3.2 Meio YNB 10X (sem aminoacidos)
Yeast Nitrogen Base Without aminoacids (Difco) (p/v) 13,4 %
Sulfato de amdnio (p/v) 10,0 %

Esterilizado por filtracdo (membrana de 22 um).
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4.3.3 Meio MD (Minimal Dextrose Medium)

YNB (p/v) 1,34 %
Glicose (p/v) 1,00 %
Biotina (p/v) 4x10° %

Para solidificacdo do meio foram empregados 2,0% (p/v) de &gar
bacteriologico. Para os testes de estabilidade mitética o meio MD foi suplementado
com histidina na concentragao final de 0,004%, (p/v) originando o meio MDH (Minimal

Dextrose Medium + Histidine).

4.3.4 Meio BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium) e BMGU

Peptona (p/v) 2,00 %
Extrato de levedura (p/v) 1,00%
YNB (p/v) 1,34 %
Tampao Fosfato de Potassio pH 6,0 100 mM
Biotina (p/v) 4x10™ %
Glicerol (v/v) 1,00 %

Para 0 meio BMGU a fonte de nitrogénio foi trocada de YNB para uréia,

mantendo-se a mesma concentracao final.

4.3.5 Meio BMMY (Buffered Methanol-complex Medium) e BMMU

Peptona (p/v) 2,00 %
Extrato de levedura (p/v) 1,00 %
YNB (p/v) 1,34 %
Tampéo Fosfato de Potassio pH 6,0 100 mM
Biotina (p/v) 4x10° %
Metanol (v/v) 0,50 %

Para o meio BMMU a fonte de nitrogénio foi trocada de YNB para uréia,

mantendo-se a mesma concentracao final.

5 Solugdes
5.1 Solugdes para eletroforese em gel de agarose

5.1.1 Tampé&o de corrida para eletroforese Tris-bora  to-EDTA 10X pH 8,2

Trizma Base (p/v) 10,8 %
Acido Bérico (p/v) 5,5 %
EDTA (p/v) 3,0%
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5.1.2 Tampéao de amostra para eletroforese 5X

TEB 5X

Glicerol (v/v) 30,0 %
Azul de bromofenol (p/v) 0,1%
Xilenocianol (p/v) 0,1%

5.2 Solucbes para eletroforese em gel de poliacrila  mida desnaturante (SDS-

PAGE)
5.2.1 Tampéao de amostra SDS-PAGE 5X
Tris-Cl pH 6,8 60,0 mM
Glicerol (p/v) 25,0 %
SDS (p/v) 2,0%
3-mercaptoetanol 14,4 mM
Azul de bromofenol (p/v) 0,1%

5.2.2 Tampé&o de corrida para eletroforese Tris-Glic  ina 5X pH 8,3

Trizma-base 125,0 mM
Glicina 960,0 mM
SDS (p/v) 0,5%

5.2.3 Solucéo de Acrilamida:Bis-acrilamida (39:1)
Acrilamida (p/v) 39%
Bis-acrilamida (p/v) 1%

A solucdo foi filtrada em papel de filtro e abrigada da luz a 4°C.

5.2.4 Gel concentrador 5% SDS-PAGE
Acrilamida/bis-acrilamida 39:1 (v/v) 5,00 %

Tris-Cl pH 6,8 (p/v) 1,52 %
SDS (p/v) 0,10 %
Persulfato de ambnia (p/v) 0,05 %
TEMED (p/v) 0,10 %
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5.2.5 Gel separador 10% SDS-PAGE

Acrilamida/bis-acrilamida (v/v) 10,00 %
Tris-Cl pH 8,8 (p/v) 4,54 %
SDS (p/v) 0,10 %
Persulfato de amonia (p/v) 0,05 %
TEMED (v/v) 0,05 %

5.2.6 Solucéo corante para SDS-PAGE

Metanol (v/v) 40,00 %
Acido acético (v/v) 10,00 %
Azul brilhante de Coomassie R-250 (p/v) 0,25 %

5.2.7 Solucéo descorante para SDS-PAGE
Metanol (v/v) 40%

Acido acético glacial (v/v) 10%

5.2.8 Solucéo fixadora | para SDS-PAGE
Metanol (v/v) 30%

Acido acético glacial (v/v) 10%

5.2.9 Solucao fixadora Il para SDS-PAGE
Etanol (v/v) 50%

5.2.10 Solucéo sensibilizadora para SDS-PAGE

Tiossulfato de sodio (p/v) 0,02%

5.2.11 Solucado de impregnacdo com prata para SDS-PA
AgNO; (p/v) 0,200%

Formaldeido (v/v) 0,075%

5.2.12 Solugao reveladora para SDS-PAGE
Na,COs (p/v) 6,00%
Formaldeido (v/v) 0,05%
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5.3 Solugbes para transformacédo de bactérias e extr  agédo de DNA
5.3.1 Solucéo de CacCl , para E. coli termocompetente
CacCl, 100 mM
Glicerol (v/v) 15%

5.3.2 Solucéo estoque de ampicilina
Ampicilina 10 mg/mL
Adicionar gotas de NaOH até completa dissolucao do reagente e esterilizar por

filtrac&o.

5.3.4 Solucéo de 5-bromo-4-cloro-3indoxil-D-galacto  piranosideo (X-gal)
X-gal 20 mg

N, N - dimetilformamida 1mL

5.3.5 Solucéo de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo)
IPTG 100 mM

Esterilizar por filtracao.
5.3.6 Tampéo TE
Tris-Cl pH 8,0 25 mM

EDTA 20 mM

5.3.7 Tampao de extracdo de DNA gendmico de fungos filamentosos

Tris-Cl pH 8,0 10 mM
Proteinase K 200 pg/mL
EDTA 250 mM
Triton X100 (v/v) 0,5%

Estocar a 4°C

5.3.8 Solucéo | para extragéo de DNA plasmidial

Tris-Cl 25 mM pH 8,0
EDTA 10 mM pH 8,0
Glicose 50 mM

Estocar a 4°C
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5.3.9 Solucéo Il para extragéo de DNA plasmidial
NaOH 02M
SDS (p/v) 1%

Misturar os reagentes somente no momento do uso.

5.3.10 Solucao Il para extracdo de DNA plasmidial
Acetato de potéssio 3M
Acido acético glacial 2M

O pH final da solicdo é em torno de 4,8 a 5,0. Estocar a 4°C

5.3.11 Solugdo de RNase A
RNase A 10 mg/mL
Acetato de sédio pH 4,8 50 mM

Ferver em banho-maria por 10 minutos.

5.4 Solugbes para ensaios enzimaticos e dosagem de  proteinas
5.4.1 Tampdes para ensaios enzimaticos
Fosfato de s6diopH 6,6,5e7 50 mM
Acetato de sédiopH 3,4,5e6 50 mM
Tris-ClpH 7,8e9 50 mM

Todos os tampdes tiveram forga ibnica ajustada com NacCl

5.4.2 Reagente de Bradford

Azul brilhante de Coomassie G (70%) (p/v) 0,01 %
Etanol (v/v) 4,70 %
Acido orto-fosférico (v/v) 8,50 %

Filtrar em papel de filtro.

5.4.3 Solucéo de 4cido dinitrossalicilico (DNS)

Acido dinitrossalicilico (p/v) 1,0%

Tartarato de sédio e potassio (v/v) 30,0 %

Dissolver lentamente sob aquecimento 10 g de DNS em 200 mL de NaOH 2M.
Acrescentar lentamente 300g de tartarato de sodio e potassio e completar o volume

para 1L com agua destilada.
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Parte A: Clonagem do cDNA eglA em vetores de expressdo para Pichia pastoris
A.1 Cultivo de Aspergillus nidulans

Com o objetivo de proceder a extracdo do DNA gendmico do fungo
filamentoso A. nidulans, este foi crescido por cerca de 5 a 6 dias em meio minimo com
agar 2% a 30°C. Apds verificacdo do crescimento do micélio e esporulacdo do fungo
em placa, os esporos foram coletados com Tween 80 0,01% (p/v). A raspagem foi
cuidadosamente realizada com espatula de modo a ndo remover juntamente
fragmentos de micélio.

Os esporos foram contados com o auxilio de camara de Neubauer (Loptik
Labor Profundidade de 0,100mm 0,0025 mmz) e um total de 10° esporos/mL foram
inoculados em meio completo. O fungo foi mantido sob constante agitacdo a 250 rpm
por 24h a 30°C.

A.2 Extracdo de DNA genbémico (Bainbridge et al. 1990)

Apbs coleta do fungo por filtracdo em papel de filtro, cerca de 500 mg
(peso umido) de micélio crescido foi macerado com nitrogénio liquido. Ao p6 obtido
adicionou-se 5 mL de tampao de extracdo juntamente com pérolas de vidro (4 mm).
Misturou-se e agitou-se vigorosamente por 15 minutos. Apés incubacdo do lisado a
37 sob agitacdo a 250 rpm durante a noite, foi adicionado 0,15 volume de NaCl
1,5M, 0,7 volume de fenol tamponado pH 7,5 e 0,3 volume de cloroférmio. Apds
homogeneizacao, as fases foram separadas por centrifugacdo a 12000 x g durante 1 h
a 4<C. A fase aquosa, obtida apds a centrifugacdo, foi transferida para um novo tubo,
ao qual foi adicionado 50 pyL de RNAse A (10 mg/mL) e incubado por 10 min a 37°C.
Em seguida, foi adicionado 1 volume de cloroférmio.

Procedeu-se a centrifugacdo a 12000 x g por 10 min a 4C e coletou-se a
fase aquosa resultante. Adicionou-se 0,54 volume de isopropanol e o DNA precipitado
foi coletado por centrifugacdo a 12000 x g por 5 min a 4C. O sobrenadante foi
descartado, o sedimento foi lavado duas vezes com etanol 70 % por meio de
centrifugacdes a 5000 x g por 5 min a 4C e, depois de secado a temperatura
ambiente, o mesmo foi ressuspendido em 500 pl de tampdo TE. Seguindo-se analise
da integridade (por meio de eletroforese em gel de agarose corado com brometo de
etidio na concentracao final de 0,5 pg/mL) e quantificacdo por espectrofotometria, o

DNA genbmico foi devidamente estocado a 4C até o m omento do uso.

A.3 Padronizacéo das condi¢cbes de amplificacdo dog  ene de interesse
As condicbes de PCR para a amplificagdo do gene alvo foram ajustadas,

utilizando-se como molde da reagcdo o DNA genbmico de A. nidulans, extraido
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conforme descrito anteriormente. A amplificacdo do gene de interesse foi executada
empregando-se os iniciadores descritos na tabela 2 da secdo Materiais.

O sistema de reacdo da amplificacdo para o gene eglA continha, em um
volume final de 50 pL, os seguintes reagentes: 40 ng de DNA genbmico de A.
nidulans; 0,2 mM dNTPs; 2 mM MgCI2; 0,2 uM de cada um dos iniciadores (EG A; 5
para a versao com a sequéncia codificadora do peptideo-sinal nativo ou EG A, 5’, para
a versdo sem esta mesma sequéncia) e EG A 3; 2U Tag DNA Polimerase
(Cenbiot/RS); Tampado da enzima para concentracdo final 1X. Os parametros de
amplificacdo consistiram das seguintes etapas: 94C por 2 minutos; 94C por 1
minuto; 45T por 1 minuto e 30 segundos; 72T por 2 minutos; 5 ciclos a partir do
passo 2; 94T por 1 minuto; 55T por 1 minuto e 30 segundos; 72T por 2 minutos; 29
ciclos a partir do passo 6 e polimerizacao final a 72<C por 5 minutos.

O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8%

(p/v) corado com brometo de etideo a uma concentragéo final de 0,5 pg/mL.

A.4 Extracdo de RNA total de A. nidulans sob condicdo de inducdo do sistema
celulolitico

Todos o0s reagentes, materiais e aparatos usados nesse procedimento,
seguiram as condi¢Bes padrdes livres de RNAses, recomendadas a execucdo dessa
metodologia (Sambrook et al., 2001; Azevedo et al., 2003).

A partir de um inéculo de 10° esporos/mL, os micélios foram cultivados em
meio completo para A. nidulans. Apds obtencdo de massa de células, os micélios
foram coletados e lavados com 4gua autoclavada e em seguida transferidos para o
meio de inducdo constituido de meio minimo, suplementado com 0,1% bagaco de
cana (BCA) e sem glicose. Apos inducdo por 24 horas, a massa micelial foi coletada
por filtracdo em papel de filtro e o fungo foi macerado com nitrogénio liquido. Ao pé
obtido procedeu-se a extracdo do RNA total empregando-se o reagente Trizol®
(Invitrogen), de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

Em seguida, o RNA total foi analisado quanto sua integridade, por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, e quantificado por
espectrofotometria. O RNA total foi devidamente estocado a -20C até o momento do

uso.

A.5 Tratamento do RNA total com DNAse | livre de RN Ases
Cerca de 10 pg do RNA total obtido foi submetido a tratamento com

DNAse | livre de RNAse (Promega) a fim de se eliminar qualquer traco residual de
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contaminacao por DNA gendmico. As condi¢cdes de tratamento com DNAse |, para um
volume final de 25 pL de reacdo, foram: Tampdo da DNAse | 1X; 10 U da enzima
DNAse | livre de RNAse (1U/uL). O tratamento foi realizado por meio de incubacédo a
37 por 30 minutos, parando-se a reac¢édo pela adicd o de EDTA na concentragéo final
de 2,5 mM e aquecendo-se a 65C por 10 minutos para inativar a enzima.

Em seguida o RNA total tratado foi precipitado empregando acetato de
sédio na concentracdo final de 0,3 M e 3 volumes de etanol 100%, seguido de
incubacdo a -20°C durante a noite juntamente com Foi usado glicogénio na
concentracao final de 50 pg/mL como carreador da precipitacdo (uma precaucao
adicional para minimizar perdas). Apés centrifugado (12000 x g por 30 minutos a 4°C),
o0 sedimento de RNA foi lavado duas vezes com etanol 70% (v/v), sendo a seguir
deixado secar brevemente. Em seguida o RNA foi ressuspendido em um volume
apropriado de agua livre de RNAses, quantificado por espectrofotometria, analisado

por eletroforese em gel e estocado a -20°C.

A.6 Obtencéo dos cDNAs de interesse por RT-PCR

A reacgdo de sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 2 pg
de RNA total livre de DNA. A essa quantidade de RNA total foi adicionado 0,5 pg de
oligodT g (IDT), sendo a mistura incubada a 70C por 10 minutos e imediatamente
colocada no gelo por cerca de 1 minuto. Em seguida, para um volume final de 25 pL,
0s seguintes reagentes foram adicionados (para as concentracdes finais indicadas):
tampé&o da transcriptase reversa 1X; DTT 8 mM; dNTPs 0,4 mM cada. Posteriormente,
200 U da enzima transcriptase reversa (SuperScript™ Ill Reverse Transcriptase,
Invitrogen) foram adicionadas para cada sistema, seguindo-se a incubacéo a 37 C por
1 h. Finalmente, a enzima foi desnaturada aquecendo-se a 94 T por 2 minutos.

O cDNA obtido foi utilizado como molde para amplificacdo do gene de
interesse empregando as condi¢cdes previamente padronizadas. Nas amplificacfes foi
utilizado % do volume da reacdo de sintese da primeira fita de cDNA e DNA
polimerase de alta fidelidade (Platinum” Tagq DNA Polimerase High Fidelity,
Invitrogen). Uma vez que tal enzima gera produtos de amplificacdo com extremidades
abruptas, adicionalmente foi feita a adicdo de residuos de adenina nos produtos de
amplificacdo. Esse procedimento visa a adicdo de um nucleotideo de adenina as
extremidades, condicdo necessaria para a clonagem no vetor pGEM"-T (Promega).
Para a reacdo foram utilizados 100 ng do amplicon, 0,5 mM de MgCl,, 200 uM de
dATP e 5 U de Taq DNA polimerase (CENBIOT/RS), em um volume final de 10 pL. A

reacao foi incubada a 70C por 30 min.
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A.7 Clonagens

« Em vetor para E. coli: pPGEM"-T (Promega)

O fragmento de cDNA do gene de interesse amplificado foi eluido do gel
de agarose a 1,5%, utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) e clonados
no vetor pPGEM"-T (Promega), seguindo-se as recomendacdes de ambos fabricantes.

O passo seguinte consistiu na transformacéo da linhagem de E.coli (XL10
Gold® Ultracompetent Cells, Stratagene), pelo método de choque térmico com CaCl,,
segundo protocolo otimizado em nosso laboratério (Azevedo et al., 2003), empregando

sistema de ligacdo (cDNA amplificado + pGEM-T).

 Em vetores para P. pastoris: pPIC9 e pHIL-D2 (Invitrogen)

Levando em conta a presenca ou auséncia de sequéncias relativas a
peptideos-sinais nos vetores, as estratégias de clonagem foram elaboradas de modo a
permitir duas construgdes plasmidiais portando ou ndo o peptideo-sinal nativo do gene
clonado.

Ambos insertos liberados por digestdo enzimética e os respectivos vetores
de expressédo (previamente linearizados com as mesmas endonucleases) foram
posteriormente ligados empregando-se T4 DNA ligase (Promega), segundo protocolo
do fabricante e realizando a incubacdo a 16°C durante a noite. Anteriormente a
ligacdo, para construgdo da versao de eglA com a sequéncia do peptideo-sinal nativo
foi necessario tratamento com o fragmento Klenow da DNA polimerase | (New England
Biolabs) para tornar abruptas as extremidades 3’ e 5’ do vetor digeridos com Eco RI.
Em seguida foi realizada a defosforilacdo do vetor para impedir a sua religacdo apos a
digestdo quando na presenca da T4 DNA ligase. Este passo foi realizado
empregando-se fosfatase alcalina (Shrimp Alkaline Phosphatase, Promega). Ambos
procedimentos foram realizados seguindo os protocolos dos fabricantes.

As quantidades de inserto e vetor usadas foram, para a versdo portando a
sequéncia codificadora do peptideo-sinal nativo de A. nidulans, respectivamente, 350

e 400 ng e para a versado sem esta sequiéncia, 140 e 250 ng.

A.8 Extracdo de DNA plasmidial

Apos crescimento das coldnias em meio LB &gar suplementado com ampicilina
(na concentracédo final de 100 pg/mL), estas foram inoculadas em 5 mL de meio LB
contendo o mesmo antibiético na mesma concentracdo final. As células foram
incubadas a 37°C sob constante agitacédo (250 rpm) para crescimento durante a noite.

No dia seguinte procedeu-se a extracdo de DNA plasmidial em pequena escala
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empregando kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

(Promega), seguindo-se as recomendac¢des do fabricante.

A.9 Digestdo com enzimas de restricdo

Apbs quantificacdo do DNA plasmidial por métodos espectrofotométricos,
procedeu-se a digestdo enzimatica empregando endonucleases de restricdo, de modo
a liberar o inserto tanto para confirmar a correta clonagem quanto para posterior
transferéncia do inserto para os vetores de expressdo. As enzimas utilizadas foram
aquelas responsaveis pelo reconhecimento de seu sitio especifico inserido nas
extremidades do cDNA clonado pelos oligonucleotideos usados para amplificacéo (ver
tabela 3.1 na se¢édo Materiais e/ou estratégia experimental).

As digestbes foram realizadas por meio da utlizacdo de enzimas
comercializadas pela empresa New England Biolabs, seguindo recomendac¢bes do
fabricante. Foi respeitada a razdo de uma unidade de enzima para cada 1 ug de DNA
a ser digerido e os sistemas foram montados de forma a ndo permitirem uma
concentracdo de glicerol superior a 10%. A depender da massa de DNA a ser digerida

este foi incubado de 4 a 18h na temperatura adequada da enzima.

A.10 Estratégia de integracdo no genoma da levedura

As estratégias empregadas para integracdo dos vetores de expressao
construidos ao genoma de P. pastoris envolveram a utilizacdo de 10 pug de DNA
plasmidial digerido com Sac | (New England Biolabs), para direcionar a integracdo ao
locus AOX1.

A.11 Seqiienciamento

As reaclGes de sequUenciamento foram realizadas no sequenciador
automético MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics). Foram utilizados cerca de 200 ng
de DNA plasmidial, 5 pmoles dos oligonucleotideos apropriados a cada cDNA e o kit
comercial DyEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing (MJ Research, INC).

O pipeline de analise das sequUéncias obtidas envolveu andlise de
qualidade superior a 20 e montagem de contigs pelo CAP3 (Huang & Madan, 1999).
Posteriormente deu-se a analise de alinhamentos locais pelo emprego da ferramenta

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi), contra a base de dados do GeneBank.

Para andlise da proteina predita a partir da sequéncia de DNA obtida pelo
sequenciador foi empregada a ferramenta de traducdo in silico disponivel em

http://www.expasy.ch/tools/dna.html.
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As seqléncias foram analisadas e manipuladas pelo BioEdit Sequence
Alignment Editor (Hall, 1999).

Parte B: Obtencdo e selecdo de clones produtores da endogl icanase A

recombinante (EG Ar)

B.1 Eletroporacdo de Pichia pastoris

Um clone isolado da linhagem GS115 P. pastoris (Invitrogen) crescido em
placa contendo meio YPD de 2 a 3 dias a 30°C foi pré-inoculado em 10 mL do mesmo
meio e este foi incubado a 30°C a 200 rpm por cerca de 24h. A partir de uma aliquota
deste pré-indculo foi crescido um inéculo em 250 mL de YPD e incubado nas mesmas
condicbes até que fosse atingida a faixa de densidade Optica a 600 nm de 1,3 a 1,5.

Apbés atingida a faixa de densidade O6ptica desejada, as células foram
sedimentadas a 1500 x g por 5 minutos a 4°C e lavadas duas vezes com &agua
destilada estéril gelada, com volumes de 250 e 125 mL. As mesmas condi¢cdes de
centrifugacao foram repetidas para lavagem com sorbitol 1 M gelado, com volumes de
20 e 0,5 mL. O DNA plasmidial, previamente digerido com as enzimas para integracao
e purificado por precipitacdo tradicional com etanol foi adicionado a 80 pL de células.
O material foi incubado no gelo por 5 minutos juntamente com 320 pL de sorbitol 1 M
gelado em cubeta de eletroporacdo (0,2 cm, BioAgency). Em seguida deu-se a
eletroporacéo (Biorad) nos seguintes parametros: 1500 V, 400 Q e 25 uF, por cerca de
8 ms.

Imediatamente apds o choque foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M gelado
na cubeta e o volume final nela contido foi transferido para tubo estéril de 1,5 mL e as
células transformadas foram semeadas em placas contendo meio MD em aliquotas de
400 a 500 pL. As placas foram mantidas a 30°C até o surgimento das coldnias, o que

ocorreu ao fim de dois dias.

B.2 Selecéo de clones produtores de EG Arem placa  dotipo deep well

A selecéo inicial envolveu a analise de cerca de 100 clones produtores da
endoglicanase A de ambas constru¢des em placas do tipo deep well,. Os clones foram
inoculados em 800 pL de meio BMGY e crescidos de 48 a 72 h a 30°C a 200 rpm até
formarem sedimentos de tamanhos visivelmente homogéneos no fundo da placa apds
centrifugacdo a 2000 x g por 5 minutos. Apos este periodo os sedimentos de células
foram lavados duas vezes com 800 pL de &gua destilada estérili gelada e
centrifugados como descrito acima, de modo a remover a maior parte do glicerol

presente. Ao final, as células foram ressuspendidas em 800 pL de BMMY para inducao
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da producdo das enzimas recombinantes. A inducdo com metanol ocorreu por 48 h,
nas mesmas condi¢gdes do cultivo, e diariamente uma nova aliquota de metanol era
adicionada para concentragao final de 0,5 % (v/v). Frequientemente as placas eram
vigorosamente agitadas repetidas vezes para minimizar a sedimentacdo das células
da levedura.

O critério de selecdo adotado neste experimento foi a andlise comparativa
dos valores da razdo 540nm/OD600nm para todos os clones avaliados. Os 10 clones

selecionados seguiram para a etapa seguinte.

B.3 Ensaio de estabilidade mitotica
Foram realizadas dez passagens em meios MD e MDH alternadamente
para verificar a estabilidade mitética dos 10 clones selecionados no experimento

anterior, na auséncia e na presenca da pressao seletiva exercida pela histidina.

B.4 Selecao de clones produtores de EG Arem frasco s de 250 mL

A partir de uma colbnia isolada dos clones produtores da endoglicanase
recombinante de ambas constru¢des, foram crescidos indculos em 25 mL de BMGY a
30°C por 24 h sob agitacdo a 200 rpm. Apds determinacdo da densidade dptica a 600
nm, uma aliquota foi recolhida e submetida a centrifugacédo (2000 x g/ 5 minutos/ 4°C)
lavagem do sedimento celular por duas vezes com 50 mL de agua destilada estéril
gelada.

A densidade Optica do in6culo em meio de inducdo (BMMY) foi
normatizada para apresentar o valor de ODggo equivalente a 1.

Como critério de selecdo neste experimento foram avaliados os valores de

atividade enzimatica (Ul/mL) obtidos a partir do sobrenadante dos clones analisados.

B.5 Confirmacéo da integracdo do cDNA  eglA e quantificacdo do numero de
cépias

Com o intuito de determinar o numero de cépias do cDNA eglA de A.
nidulans integrado no genoma de P. pastoris, bem como para confirmar a integracao,
foi realizado um experimento de PCR em tempo real (qPCR). Para tanto, foram
empregados, além de amostras do DNA gendémico da levedura, oligonucleotideos
especificos para uma regido interna do cDNA em questdo, gerando um amplicon de
aproximadamente 100 pb.

Trés amostras de DNA genbmico foram empregadas neste experimento: o
DNA gendmico do clone produtor e do clone controle, bem como o0 DNA genbémico da

linhagem GS115 ndo transformada da hospedeira. A extracdo de seu pelo protocolo
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sugerido pela empresa comercializadora da levedura (Pichia Expression Kkit,
Invitrogen).

Para quantificagdo absoluta dos amplicons gerados a partir das trés
amostras de DNA gendmico supracitadas foi construida uma curva padréo
empregando concentragdes de 1 ng/pl, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul, 100 fg/ul, 10 fg/ul e
1 fg/ul do DNA plasmidial contendo o cDNA eglA clonado do vetor pPIC9.

Simultaneamente foram analisados os perfis de amplificacdo das trés
amostras de DNA gendmico extraidas, em triplicata, juntamente com um controle
negativo, também em triplicata, com 4gua ao invés de DNA. A amplificacdo em tempo
real foi padronizada conforme a seguir: 2 pL de DNA (totalizando cerca de 100 pg na
reacao), 0,2 uM dos iniciadores EG A AnFW e AnREV (tabela 2), adicionados a 5 pL
do reagente Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). Os parametros de
amplificacdo, para um volume final de 10 pL, foram: 50°C por dois minutos, 95°C por
cinco minutos, seguido de 40 ciclos de incubacéo a 95°C por 30 segundos e a 60°C
por 30 segundos.

Este experimento foi realizado no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR

System (Applied Biosystems).

B.6 Avaliacdo da atividade enzimatica em carboximet ilcelulose e crescimento
celular em 144h

Para procedimentos de inducdo em frascos de 1 L com 100 mL de meio,
inicialmente foram inoculadas no meio de crescimento col6nias isoladas dos clones a
serem avaliados. O crescimento celular se deu a 30°C por 24 h sob agitacdo constante
de 200 rpm. Apdés medida da densidade celular (ODgy) as culturas foram
centrifugadas (2000 x g por 10 minutos a 4°C) e o sedimento de células foi lavado
duas vezes com 50 mL de agua destilada autoclavada gelada. Ao final, as células
foram ressuspendidas para ODgq, final igual a 1.

Apos selecionado o melhor clone produtor da endoglicanase A secretada
por meio do peptideo-sinal heterdlogo, deu-se a otimizacdo dos meios de cultivo e
inducdo em relacdo ao proposto pelo protocolo da levedura utilizada (Pichia
Expression Kit).

Para otimizacdo da composi¢cdo do meio de indugéo foram avaliados como
variavel resposta os parametros crescimento (ODgoonm) € atividade enzimatica (Ul/mL)
em 120h. Foram testados os meios de inducdo BMMY e BMMU, sempre com

concentracao final de metanol igual a 0,5% (v/v).
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Apbs otimizado o meio de crescimento e de inducdo para a producdo da
endoglicanase A recombinante foi construida novamente uma curva de crescimento e

atividade em triplicata.

B.7 Ensaios enzimaticos

Os ensaios enzimaticos iniciais para avaliar a atividade da endoglicanase
recombinante produzida por P. pastoris empregaram carboximetilcelulose (CMC low
viscosity, Sigma Aldritch) como substrato. A detec¢é@o de acucares redutores liberados
se deu pelo método DNS (Miller, 1959).

Para montagem dos sistemas de reacdo foram empregados 50 pL do
sobrenadante de cultura ou das fracdes da purificacdo (no caso de manipulacéo de
sobrenadantes de cultura este foi previamente centrifugado a 12000 x g por 10
minutos) adicionados a 100 pL de volume de CMC 1% diluido em tampéao fosfato de
s6dio 50 mM pH 6,5. A mistura foi mantida em banho a 50°C por 30 minutos e em
seguida foram adicionados 300 yuL do reagente DNS. O material foi fervido por 10
minutos, diluido com 1,5 mL de &gua destilada e ao final analisado por métodos
espectrofotométricos a 540nm.

As condi¢cBes tamponantes e de temperatura de reacdo empregadas foram
as mesmas obtidas por Chikamatsu e colaboradores (1999), no trabalho com a enzima
nativa.

Para conversao dos valores de absorbancia para valores de atividade
enzimatica foi construida uma curva padrdo obtida pela reacdo do reagente DNS
empregando concentraces de glicose de 0, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 e 2 mg/mL, nas mesmas
condi¢cbes dos ensaios.

Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata e com dois tipos de
controles montados nas mesmas condi¢fes, também em triplicata. Os controles da
degradacdo do substrato, que consistiam em adicdo de agua ao substrato para
reacdo, e controles da amostra enzimatica para avaliar a concentracdo de acgucares
redutores na solugéo contendo enzima. Este ultimo controle foi obtido com a adicéo de
agua ao sobrenadante de cultura ou as fracbes da purificacdo, na auséncia do
substrato. Os valores de absorbéncia dos brancos da enzima e do substrato foram
subtraidos dos valores de absorbancia das triplicatas experimentais.

Unidade internacional (Ul) € definida como a quantidade de enzima

responsavel pela liberacdo de 1 umol de acucares redutores por minuto de reacao.
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B.8 Quantificagéo de proteinas pelo método Bradford

As quantificacdes de proteinas foram realizadas utilizando-se 100 pL da
solucdo de proteinas adicionada a 1 mL de reagente de Bradford (Bradford, 1976). A
mistura foi mantida protegida da luz por cinco minutos e lida em espectrofotdmetro a
595 nm.

Para conversdo dos valores de absorbancia para valores de massa foi
construida uma curva padrdo do reagente Bradford empregando albumina sérica
bovina como padréo nas concentracdes de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 ug em 100 pL.

Vale ressaltar que, devido a possibilidade de interferéncia na leitura por
Bradford que algumas moléculas apresentam (Banik et al., 2009), o material foi

previamente precipitado conforme descrito na parte E desta sec¢éo.

Parte C: Purificacdo da enzima recombinante
De modo a ser realizada a selecdo do ponto de coleta com maior atividade
da enzima heter6loga, as curvas de crescimento e atividade foram analisadas,

empregando-se as condicdes de inducdo otimizadas.

C.1 Ultrafiltragdo em membrana com limite de reteng &0 em 50 kDa

Uma coldnia isolada de P. pastoris transformada com a construcdo
pPIC9/eglA, foi inoculada em meio de crescimento. ApOs protocolo padrédo de
crescimento e lavagem (item B6 desta sec¢éo), foram obtidos 400 mL de meio BMMY
ap6s inducéo por 48 h com 0,5 % (v/v) de metanol. Apos centrifugagdo por 12000 x g
por 15 minutos a 4°C para sedimentacdo e remocéo das células, o sobrenadante foi
tratado com azida sodica 0,02 % (p/v) para evitar contaminagao.

O sobrenadante foi fracionado em sistema de ultrafiltracdo em membrana
com limite de retencdo de 50 kDa (PM50 Millipore Co., MA, EUA), sob pressédo de 2,5
kgf/lcm? a 10°C, de modo que proteinas maiores que 50 kDa ficassem retidas na
membrana do ultrafiltrador. Foram obtidas duas fragdes: uma fracdo concentrada pelo
ultrafiltrador e uma fracdo ultrafiltrada. Apds determinacédo da atividade enziméatica e
da concentracdo de proteinas de ambas fracdes, a porcdo ultrafiltrada, cerca de 315

mL, foi entdo aplicada em coluna de exclusdo molecular (Sephadex G50).

C.2 Cromatografia por exclusdo molecular

A coluna de gel filtragdo Sephadex G50 (60,0 X 2,7 cm), a 28T,
equilibrada com tampéao fosfato de so6dio 50 mM pH 7, NaCl 0,15 M e azida sédica
0,02 % (p/v) foram aplicados cerca de 18 mL da fracdo ultrafiltrada pela membrana

PM 50 com fluxo aproximado de 20 mL/h. O perfil cromatografico dos 5 mL obtidos em
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cada fracdo eluida em tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 foi analisado quanto a
atividade sobre CMC e também quanto a concentracdo de proteinas totais (A280 nm).

O critério para selecao das fracbes contendo misturas homogéneas da
proteina recombinante foi o valor de atividade de CMCase igual ou superior a 0,25
Ul/mL. As fragBes cromatograficas com esta atividade foram reunidas e a amostra
Unica resultante foi avaliada quanto a atividade enzimatica (método DNS) e

concentracao de proteinas (método Bradford).

Parte D: Andlise do grau de pureza - Precipitacdo de prote inas e verificagdo do
perfil eletroforético da endoglicanase A recombinan te e zimograma
D.1 Precipitagdo de proteinas

Neste trabalho foram executadas trés metodologias diferentes de
precipitacao de proteinas, a depender de sua aplicacédo posterior.

Foram avaliados por Banik e colaboradores (2009) alguns interferentes na
guantificacdo pelo método Bradford. De modo a remover estes possiveis
contaminantes, as amostras foram precipitadas com dois volumes de acetona gelada
adicionados a um volume da solucédo de proteinas. Este material foi incubado a -20°C
por uma hora e em seguida centrifugado a 12000 x g por 40 minutos. Apds secagem
do precipitado, este foi ressuspendido em volume adequado de tampéo fosfato de
sédio 50 mM pH 7.

Para realizacdo do procedimento de SDS-PAGE com coloragdo com
nitrato de prata, foram adicionados 8 pL de deoxicolato de sodio 2% (p/v) a 1 mL de
solucdo contendo proteinas. O material foi incubado no gelo por 15 minutos e em
seguida foram adicionados 60 pL de TCA 100% (p/v) e o material foi mantido no gelo
por mais 10 minutos. Apds este tempo, os tubos foram centrifugados a 12000 x g por
10 minutos a temperatura ambiente e as proteinas precipitadas foram lavadas trés
vezes com 90 pL de acetona, sendo centrifugadas nas mesmas condicdes.

J& para a realizacdo do zimograma e do gel corado com azul de Comassie
a precipitacdo foi executada com TCA na concentracdo final de 20% e incubacdo do
material a -20°C por uma hora. Em seguida os tubos foram centrifugados a 12000 x g
por 30 minutos e lavados duas vezes com 1 mL de acetona gelada, sendo

centrifugados nas mesmas condicdes.
D.2 SDS-PAGE

Para analise do perfil grau de pureza das fragcbes da purificacdo da

endoglicanase A, foi executada a metodologia de SDS-PAGE 12% com migracao
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constante a 25 mA, conforme metodologia estabelecida em nosso laboratorio
(Sambrook et al., 2001; Azevedo et al., 2003).

D.3 Coloracéo de proteinas com azul de Coomassie e prata

Para coloragcdo com azul de Coomassie o gel foi incubado em solucdo
corante por no minimo duas horas sob vagarosa agitagdo, sendo em seguida
transferido para solugdo descorante até a observagdo das bandas na intensidade
desejada (Azevedo et al., 2003).

Visando analisar a homogeneidade das fracdes obtidas nas etapas da
purificacdo optou-se pela metodologia de coloracdo com nitrato de prata por sua maior
sensibilidade. Este protocolo, modificado de Blum e colaboradores (1987), consiste na
incubacao do gel durante a noite, sob vagarosa agitacao, a temperatura ambiente em
solucéo fixadora (fixacéo I), sendo no dia seguinte transferido para solucao fixadora ll,
permanecendo por 20 minutos.

Apbés duas lavagens com agua MilliQ por cinco minutos cada, o gel foi
incubado em solucdo de sensibilizacdo por 20 minutos, e novamente lavado nas
mesmas condi¢des citadas acima.

Para tratamento com nitrato de prata o gel foi incubado na solucdo de
impregnacédo por 20 minutos, sendo ao final novamente lavado nas mesmas condicbes
ja descritas. Para visualizagéo da coloracao, o gel foi tratado com a solucao reveladora
até que as bandas atingissem a intensidade desejada (5 a 10 minutos). Ao final, o gel
foi incubado na solucéo de fixacdo | para parada da revelacao.

Ap6s duas lavagens com agua MilliQ por 20 minutos cada, o gel foi

escaneado e armazenado em solugéo de &cido acético 1% (v/v).

D.4 Zimograma

Visando a observagdo da atividade enzimatica em gel, as fracdes da
purificacdo da endoglicanase A produzida em sistema heterélogo foram submetidas ao
protocolo de SDS-PAGE contendo no gel 0,15% (p/v) de CMC.

Apbés precipitadas conforme descrito anteriormente, as proteinas foram
aplicadas no gel sem fervura prévia e a migragdo se deu a 4°C, por cerca de 5 horas.
Findado este tempo, iniciou-se o protocolo modificado de Sun e colaboradores (2008).
Para remocdo do SDS, o gel foi duas vezes lavado em soluc¢do de isopropanol 25%
(v/v) em tampao fosfato de sédio 50 mM pH 6,5 por 20 minutos cada. Em seguida o
gel foi lavado duas vezes por um minuto em agua MilliQ e incubado a 4°C durante a
noite em tampao fosfato de sdédio 50 mM pH 6,5 ao qual foi adicionado 3

mercaptoetanol na concentracao final de 5 mM.
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No dia seguinte o gel foi lavado com agua MilliQ duas vezes por dois
minutos cada e novamente imergido em tampdao fosfato de sodio 50 mM pH 6,5 e
mantido sem agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca de duas horas. Ao final
deste prazo, o gel foi incubado em banho pré-aquecido a 50°C por trés horas, para
hidrélise do CMC presente.

Para verificacdo da hidrélise, o tampdao foi descartado e o gel agitado em
solugdo de vermelho do Congo 0,5% (p/v) por 30 minutos. Em seguida o gel foi
incubado duas vezes sob agitacdo por 15 minutos com NaCl 1 M para remocéo do
corante e visualizagdo dos halos de hidrélise. Para melhor contraste dos halos
amarelados em relacao a regido nao hidrolisada corada com vermelho do Congo, o gel
foi tratado com NaCl 1 M ao qual foi adicionado pequenos volumes de HCI fumegante.

Visando a sobreposicdo de bandas de proteina e halos de hidrdlise,
simultaneamente foi realizado um outro gel idéntico e seguindo 0s mesmos
parametros. Este foi corado com azul de Coomassie nas condi¢cbes descritas no item

anterior.

Parte E: Caracterizagdo bioquimica da EG A recombinante

Para caracterizacdo bioquimica da enzima heterdloga, trés fracbes da
purificacdo foram analisadas: o extrato bruto (EB), antes da aplicacdo no ultrafiltrador,
a fracdo ultrafiltrada da membrana de 50 kDa (UF50) e as fragbes com atividade

detectada apds gel filtracdo (G50).

E.1 Analise da atividade enzimatica em funcdo date mperatura de reacao
Para este experimento foi analisada a atividade enzimatica em funcéo da
temperatura de reagdo, de 30 a 80°C. Para montagem do ensaio enzimatico foram

empregados 50 pL de solucéo de enzima e 100 pL de CMC 1%.

E.2 Efeito do pH na atividade enzimatica

A tabela 3 mostra a composicdo da reacéo a qual era constituida de: 25 pL
da solucdo de enzima das trés etapas de purificacdo, 50 uL de CMC 1,2% diluido em
agua e 75 pL dos tampdes listados no item 5.4 da secdo Material. Vale ressaltar que a
enzima recombinante das fracdes EB e UF50 encontravam-se no tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 6,0 (ver meio BMMY, secdo Material, item 4.3.5) e a enzima
recombinante na fragdo G50 estava em tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 (ver
item C.2 desta secdo). A tabela 3 mostra os valores de pH de cada reacéo.

Todos os tampdes tinham forca ibnica ajustada com NaCl para

equivaléncia, em termos de forca ibnica, ao tampao fosfato de sodio 50 mM pH 7,5.
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Tabela 3. Condicdes de reacdo para analise da atividade enzimatica em funcdo do tamp&o do substrato
pH da reacao

_pHdo _
Tampao 3 fracoes EB e 5
tampéo fracao G50
UF50
4,01 4,45
Acetato 30
4,0 4,34 4,77
de sddio
5,0 5,32 6,13
50 mM
6.0 6,44 6,82
Fosfato 6,0 6,21 6,48
de s6dio 6,5 6,48 6,66
50 mM 7,0 6,77 6,92
6,57 6,82
Tris-Cl 70
8,0 7,23 7,40
50 mM
9,0 7,88 8,10

E.3 Efeito de ions metdlicos, quelantes, detergente s e agentes redutores na
atividade da endoglicanase A recombinante

Diante da pouca uniformidade encontrada na literatura quanto ao valor de
concentracao final empregada neste ensaio, este estudo usou critério proprio. Foram
normatizados os valores de molaridade dos reagentes tendo como base a
concentracdo de HgCl,, freqientemente relacionado como inibidor da atividade de
celulases (Gao et al., 2008; Elshafei et al., 2009; Karnchanatat et al., 2009),
responsavel pela perda de 50% de atividade da enzima presente na fragéo ultrafiltrada
pela membrana de 50 kDa. A molaridade resultante foi de cerca de 18 mM, segundo

equacao obtida por regressao linear y = - 2,9005 + 100,86, com R?= 0,9885.

Tabela 4. Reagentes empregados no ensaio de andlise da interferéncia de quelantes, agentes redutores,
detergentes e sais de ions metalicos sobre a atividade enzimatica.

Categorias Reagentes interferentes testados
Quelantes Etilenodiamino tetracético (EDTA)
Agentes redutores [-mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT)
Detergentes Dodecil sulfato de sddio (SDS)
Sais de ijons

. FeC|3'6H20, A|C|3, CaCIQ, ZnSO4, NaCl, COC|2'7H20, KCI, CUC|2
metalicos
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Neste ensaio foram empregados 25 pL de solucédo contendo enzima, 75 pL
de CMC 1,2% previamente diluido em tampao acetato de sédio 50 mM pH 4. Para
completar o volume de 150 pL, os reagentes testados foram diluidos em 75 pL de

agua destilada. Os agentes cuja interferéncia foi avaliada estao descritos na tabela 4.

E.4 Avaliacdo da termoestabilidade da endoglicanase A recombinante

Os ensaios realizados para verificagdo da termoestabilidade da enzima
heteréloga envolveram incubacdo nas temperaturas 45 e 55°C e também em
temperaturas mais elevadas (70 e 80°C). Foi definido como padrdo para as quatro
temperaturas o valor de atividade enzimatica obtido apds incubacao da enzima por 1
minuto na respectiva temperatura.

A solucdo de enzima das trés etapas da purificacdo testadas foram
incubadas por variados tempos nhas temperaturas descritas acima. Em seguida, foi
analisada a atividade enzimatica retornando a enzima a sua faixa de atividade otima
(50°C). Os resultados foram expressos em termos de atividade enzimatica relativa a
atividade da amostra incubada por 1 minuto na temperatura correspondente.

Neste ensaio foram empregados 50 pL da solucdo contendo a enzima e

100 pL de CMC 1% previamente diluido em tampéao acetato de sédio 50 mM pH 4.

E.5 Analise da atividade enzimatica sobre outros su  bstratos

Visando avaliar a atividade da enzima expressa em sistema heter6logo em
substratos mais complexos e/ou especificos de outros tipos enzimaticos, foram
testados: papel de filtro (Whatman n° 1), cortado em tiras de 6 cm x 1 cm (50 mg);
celulose microcristalina 1% (Avicel, Sigma); xilana 1% e p-nitrofenil-3-D-
glicopiranosideo (pNPG). Também foi avaliada a degradacdo do substrato 4-
metillumbeferil-3-D-celobiosideo (MUC) e a liberacdo do monémero fluorescente.

O ensaio com o0s substratos xilana e celulose microcristalina foram
realizados mantendo-se a concentracao final de substrato equivalente a 0,67%, sendo
0 substrato j& diluido em tampéao acetato de sodio 50 mM pH 4 e 50 uL da solucéo
contendo enzima. O ensaio com o papel de filtro envolveu a utilizacdo de 50 uL de
enzima adicionada a 100 pL de tampdo acetato de sédio 50 mM pH 4. Ja para o
ensaio com pNPG foi construida uma curva padrdo com o mondémero pNP a 0, 0,12,
0,24, 0,48, 0,60 e 0,72 pmol/min. O ensaio foi realizado conforme Saloheimo e
colaboradores (2002).

Para o ensaio com MUC foi empregado o protocolo modificado a partir de
Chernoglazov e colaboradores (1989): 250 pL da solucdo de MUC 2 mM foram

adicionados a 250 pL de tampéo acetato de sédio 50 mM pH 4 e a 50 pL de solugéo

54



Métodos

contendo enzima. A avaliacdo da degradacdo do substrato foi qualitativa e analisada

sob emissado de luz ultravioleta.

E.6 Célculo de Km e Vmax

Para determinagcdo dos parametros cinéticos de Km e Vmax da enzima
recombinante, foram empregados na reacdo enzimética solucbes de CMC nas
seguintes concentragfes iniciais: 0, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6, 2,0, 2,4, 2,8, 3,2, 3,6, 4,0, 4,4,
4,6 e 5,0 mg/mL. As condicdes de reagdo foram: 50°C, por 30 minutos em tampéo
acetato de sédio 50 mM pH 4, procedendo em seguida conforme descrito no item B.7.
Posteriormente os dados foram analisados empregando o programa EnzFitter for
Windows (Biosoft, Cambridge, UK).

E.7 Analise estatistica

Com o intuito de avaliar as diferencas das médias da atividade enzimética,
para cada fracdo (EB, UF50 ou G50) foi necessario, nos experimentos dos itens E.3,
E.4 e E.5, o calculo da atividade relativa (%) dos valores das atividades enzimaticas
normalizados em relagéo ao tratamento controle, presente em todos ensaios. Ja para
0s experimentos dos itens E.1 e E.2, o valor avaliado foi a média dos valores de
atividades enzimaticas alcancados pelas triplicatas e o erro padrdo gerado. Foi
executado o teste ANOVA, no qual o nivel de significancia adotado foi de 5% e o

programa estatistico utilizado foi o SPSS for Windows verséo 17.0
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Resultados & Discussio

Parte A: Clonagem do cDNA eglA em vetores de expressdo para Pichia pastoris
A.1 Clonagens

Para que fossem realizadas as clonagens de ambos cDNAs eglA de A.
nidulans conforme descrito abaixo, as reagbes de amplificacdo de DNA foram
padronizadas empregando oligonucleotideos especificos e o DNA gendmico de A.
nidulans como molde.

Ap6s a padronizacdo das condigcbes de amplificacdo, procedeu-se a
extracdo do RNA total de A. nidulans cultivado em condi¢bes de inducdo do sistema
lignocelulolitico. O RNA extraido foi quantificado por espectrofotometria e
posteriormente analisado por meios eletroforéticos quanto a sua integridade.

A partir do RNA total extraido foram sintetizados os dois cDNAs utilizados
em seguida: cDNA eglA portando a seqtiéncia codificadora do peptideo-sinal nativo, a
ser clonado no vetor pHIL-D2 (Invitrogen) e o cDNA eglA sem esta mesma regido, a
ser clonado no vetor pPIC9 (Invitrogen), que jA apresenta clonado a seqiiéncia do
peptideo-sinal do fator a de S. cerevisiae. A nomenclatura a ser seguida para distinguir

ambas as constru¢des encontra-se na tabela 5.

Tabela 5. Construcdes plasmidiais realizadas neste trabalho

. ~ - Plasmideo e
Hospedeira Construgao plasmidial Nomenclatura inserto (kb)
E. coli XL10 eglA PS nativo - clonada em pGEM-T pGEM-T/eglA; 40e1,0

Gold® . ]
(Stratagene) eglA PS heterélogo - clonada em pGEM-T pGEM-T/eglA, 3,9e0,9
P. pastoris eglA PS’ nativo - clonada em pHIL-D2 pHIL-D2/eglA; 9,2e1,0
GS115 eglA PS’ heterélogo - clonada em pPIC9 pPIC9/eglA, 8,9e0,9

(Invitrogen)

* PS: seqliéncia codificadora do peptideo-sinal do fator a de S. cerevisiae

Finalizadas as construcdes plasmidias em vetor de clonagem para
bactérias, estes foram empregados na transformacéo de células competentes de E.
coli. Em seguida o DNA plasmidial, replicado no interior da hospedeira, foi extraido
com emprego de kit comercial e analisado por meio de digestdo com enzimas de
restricdo (fig. 9). A digestdo com as enzimas, cujos sitios foram introduzidos pelos
oligonucleotideos empregados na obtencdo dos cDNAs (tabela 2), resultou na
liberagédo dos insertos de 1,0 e 0,9 kb, correspondentes aos cDNAs clonados (versao
com e sem a seqiéncia codificadora do peptideo-sinal nativo, respectivamente). O
tamanho dos fragmentos de cDNA e dos vetores resultantes estdo descritos na tabela
5.

Os insertos liberados foram excisados do gel, purificados e ligados aos

respectivos vetores de expressdo. Com estas constru¢des novamente foi realizada a

57



Resultados & Discussio

transformacédo de linhagem termocompetente de E. coli, seguida de nova extracdo de

DNA plasmidial e verificagéo do perfil de restricdo com diversas enzimas (fig.9).

SnaB|
Avrll

cDNAeglA, PS,*  cDNAegla,

\  EcoRV

(a)

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo na concentracao final de
0,5 pg/mL ilustrando o perfil de digestdo dos DNAs plasmidiais construidos em pGEM-T. (a) Esquema da
estratégia de clonagem dos cDNAs eglA e eglA, em pGEM-T para transformacao de células competentes
de E. coli. (b, c) Perfil de restricdo dos plasmideos construidos com os cDNA eglA; (b) e eglAs (c)
empregando enzimas cujos sitios foram inseridos pelo par de oligonucleotideos utilizados. | - DNA
plasmidial intacto; D — DNA plasmidial digerido. Os tamanhos dos framentos de DNA obtidos estdo
indicados ao lado.

Para confirmacdo da correta clonagem, o plasmideo pPIC9/eglA; foi
digerido com as enzimas de restricdo conforme indicado, resultando na liberagéo de
um fragmento de DNA de tamanho proximo ao esperado (fig. 10). A digestdo de pHIL-
D2/eglA; com as enzimas listadas na tabela 2 ndo foi possivel em razdo da
modificacdo do sitio de Eco RV inserido nas extremidades deste cDNA. Apds o

tratamento com o fragmento Klenow da DNA polimerase 1 este sitio ndo mais foi

reconhecido pela nuclease de restricdo supracitada.

58



Resultados & Discussio

2 2
(b) & PS,*  cDNAeglA, &
= ]
(a) 1 Notl  Sacl  Sall
6.4kb —— . | u u 9kb SGC|\5'A°xi
2,6kb — — Rp—t it
pBR322 ’
pHIL-D2 HIS4
o | 8200 pb ‘t
An\ . Sall
A
Not | FADX1

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo na concentracéo final de
0,5 pg/mL ilustrando o perfil de digestdo do DNA plasmidial construidos em pHIL-D2. (a) Perfil de
restricdo do DNA plasmidial pHIL-D2/eglA: empregando enzimas a serem utilizadas para digestdo do
plasmideo visando integracdo no genoma de P. pastoris. (b) Esquema da estratégia de construcdo do
vetor pHIL-D2/eglAs. | - DNA plasmidial intacto. Os tamanhos dos framentos de DNA obtidos estdo
indicados ao lado.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo na concentragéo final de
0,5 pg/mL ilustrando o perfil de digestdo do DNA plasmidial construidos em pPIC9. (a) Perfil de restricao
do DNA plasmidial pHIL-D2/eglA; empregando enzimas para correta liberacdo do fragmento
correspondente ao cDNA (SnaB | e Avr Il) e também aquelas a serem utilizadas para digestdo do
plasmideo visando integracdo no genoma de P. pastoris (demais enzimas). (b) Esquema da estratégia de
construgdo do vetor pPIC9/eglA.. | - DNA plasmidial intacto. MM1 — marcador de tamanho molecular 1 kb
Ladder (Jenna Bioscience).
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A escolha das enzimas de restricio empregadas para digestdo da
construcdo plasmidial a ser introduzida em P. pastoris foi de acordo com as possiveis
estratégias de integracdo do DNA exdgeno no genoma da levedura (Pichia Expression
Kit Manual, Invitrogen). Dentre os dois loci disponiveis para integracao na linhagem
GS115 de P. pastoris (HIS4 e AOX1), foi escolhida a insercdo em AOX1, podendo
resultar em qualquer um dos dois fenétipos referentes a utilizacdo de metanol. Em
raz&do disso, o DNA plasmidial pPIC9/eglA; foi incubado com a enzima de restricdo
Bgl Il para liberacdo de dois fragmentos de DNA, de acordo com seu mapa de
restricdo. Entretanto, a digestdo com esta endonuclease resultou na liberacao de trés
fragmentos de DNA (fig. 11F), em raz&o da presenca de um sitio de restricdo para
esta enzima dentro do cDNA eglA, o que foi identificado a posteriori.

Desse modo, optou-se, para ambas as construcdes, a digestdo com Sac |,
enzima de corte Unico responsavel pela digestdo do plasmideo no gene 5'AOX1,

resultando no fendtipo His"Mut” apds integracéo.

Parte B: Obtencdo e selecdo de clones produtores da endogl icanase A
recombinante (EG A )

ApOs a confirmacao das construgdes, os vetores de expressao contendo o
cDNA eglA ou sem este inserto (controle negativo) foram empregados na
transformacéo de P. pastoris, linhagem GS115, conforme protocolo descrito no item
B.1 da secdo Métodos. Em seguida foi realizada a varredura em placas do tipo deep
well e também por meio do crescimento em frascos agitados de 250 mL, que
culminaram na escolha de um clone produtor e um clone controle das leveduras
transformadas com as construgdes pPIC9/eglA, e pHIL-D2/eglA;, cada construcéo
com uma seqléncia de peptideo-sinal conforme a tabela 5. Dentre as leveduras
mitoticamente estaveis transformadas com o vetor pHIL-D2 vazio ou com o cDNA
eglA; clonado, foram selecionados os clones 8 (C8ctrC13') e 13 (C13),
respectivamente. J& quanto as leveduras transformadas com as constru¢ées a partir
do vetor pPIC9 vazio ou com o cDNA eglA; clonado, foram selecionados os clones 2
(C2ctrC18%) e 18 (C18), respectivamente.

1 C8ctrC13: Clone 8, linhagem controle da atividade enzimética do clone C13, transformada com o vetor
pHIL-D2 vazio.

2 C2ctrC18: Clone 2, linhagem controle da atividade enzimética do clone C18, transformada com o vetor
pPIC9 vazio.
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B.1 Confirmacéo da integracdo do fragmento contendo 0 cDNA eglA no genoma
de Pichia pastoris por gPCR

ApoOs extracdo do DNA gendmico dos clones C2ctrC18 e C18, bem como
da levedura nédo transformada, procedeu-se a quantificacdo absoluta por PCR em
tempo real (QPCR) visando estimar o nimero de cdpias do cDNA eglA integradas no
clone produtor. No entanto, alguns problemas técnicos impossibilitaram a finalizagcéo
deste experimento com Sucesso.

Outros experimentos de gPCR e/ou Southern blot seréo realizados
posteriormente para confirmacdo da integracdo do DNA exdgeno no genoma de P.

pastoris, bem como para determina¢do do numero de copias inseridas.

B.2 Producédo da enzima recombinante em frascos agit adosde 1L

« Comparacao dos valores de atividade enzimética da e  ndoglicanase
A secretada pelos diferentes clones recombinantes

Visando a obtencdo de um sé clone positivo e seu respectivo controle
dentre as duas constru¢cdes empregadas (tabela 5), foram inoculadas coldnias
isoladas destes no meio de crescimento (BMGY). Ap6s 24h de cultivo, as células
foram coletadas por centrifugacdo, lavadas com agua destilada e ressuspendidas no
meio de inducdo (BMMY), ao qual era adicionado metanol diariamente para uma
concentracao final equivalente a 0,5% (v/v). Procedeu-se a analise da curva de
crescimento e atividade enzimatica por 144 h das aliquotas recolhidas a cada 24h
contendo as enzimas secretadas pelos clones produtores transformados com ambas
as construcdes. Estes dados foram comparados aos valores de atividade produzidos
pelos respectivos controles negativos (fig. 12).

Este resultado mostra que o peptideo-sinal nativo da endoglicanase A de
A. nidulans foi reconhecido e corretamente processado pela hospedeira (fig. 12b). O
mesmo foi observado por Oliveira (2007), durante a expressdo heteréloga da
celobiohidrolase 1.2 de Humicola grisea var. thermoidea portando a sequéncia-sinal
nativa em P. pastoris. Wonganu e colaboradores (2008) compararam 0s aspectos
cinéticos e o perfil eletroforético do sobrenadante de P. pastoris transformada com o
cDNA da endoglicanase de Syncephalastrum racemosum portanto a sequéncia-sinal
nativa com a mesma construcdo com o peptideo-sinal heterélogo. Os resultados para
ambos produtos heterélogos foram bastante semelhantes, visto que apés a remocéo
do peptideo-sinal no meio intracelular, a proteina madura secretada pelos clones
transformados com ambas construgfes € exatamente a mesma. Nossos resultados,

conforme mostrados na figura 12, estdo de acordo com o descrito acima.
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Figura 12: Curva de crescimento dos clones transformantes de P. pastoris (a) e de producdo de CMCase
no sobrenadante dos mesmos (b) em frasco em 144h. C13 ( =-d=): clone de P. pastoris transformado
com a construgdo pHIL-D2/eglA;; C18 (—#—): clone de P. pastoris transformado com a constru¢éo
pPIC9/eglAz; C8ctrC13 ( ): Clone 8, linhagem controle da atividade enzimatica do clone C13,
transformada com o vetor pHIL-D2 vazio; C2ctrC18 ( ): Clone 2, linhagem controle da atividade
enzimatica do clone C18, transformada com o vetor pPIC9 vazio. Os pontos no grafico sdo medidas
experimentais de uma s réplica. Abaixo da figura (b) encontra-se a curva de calibragdo do reagente
DNS, cuja equacdo obtida por regressao linear foi y = 3,9998x — 0,0115, com R? = 0,9988. A mesma
equacao foi empregada nos ensaios posteriores para realizar a conversdo de unidades de absorbancia
em equivalentes de glicose produzida.

Embora ndo haja validac@o estatistica neste experimento (fig. 12a), foi
escolhido o clone portador da construgdo plasmidial pPIC9/eglA;, e sua respectiva

linhagem controle foram selecionados para os experimentos posteriores. Vale ainda
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ressaltar que a auséncia de informac@es a respeito do nimero de cépias do cDNA
eglA que cada clone carrega torna impossivel uma comparacao do perfil de atividade

entre ambos.

* Otimizacdo do meio de inducdo

Apbés definida a linhagem produtora para os ensaios posteriores (clone
C18, transformado com a construcdo plasmidial pPIC9/eglA,), uma colbnia isolada
desta e de seu respectivo clone controle foram inoculadas em meio de crescimento.
Procedeu-se a andlise da curva de crescimento e atividade enzimética em 120 h das
enzimas secretadas pelo clone produtor quando comparado ao valor de atividade
produzido pelo clone controle.

Este experimento teve como objetivo observar a contribuicdo do YNB para
o crescimento das leveduras e, sobretudo, para a atividade enzimética. Este reagente
€ composto majoritariamente por pequenas quantidades de vitaminas, as quais foi
adicionado sulfato de aménio na concentracdo sugerida pelo fabricante (Invitrogen). A
tentativa de substituicdo deste reagente por uréia visou reduzir o custo dos meios de
producéo de enzima, objetivo atingido por Oliveira (2007).

Novamente observou-se o0 crescimento similar de todas as coldnias
analisadas (fig. 13a). Embora ndo seja possivel a analise estatistica, os valores de
atividade enzimatica no sobrenadante do meio de inducdo BMMY foram
numericamente superiores (fig. 13b). E impossivel entdo afirmar qual a contribuicdo de
cada um dos meios testados. Entretanto, pode-se observar que a producdo de enzima
gerou valores semelhantes nas duas condi¢cfes. Resultado semelhante foi observado
por Rubini e colaboradores (2010, in press) quando da inducdo da producao
heteréloga da endoglicanase 1 de Penicillium echinulatum em P. pastoris.

Este € um dado preliminar que sugere que, em um experimento em larga
escala, o YNB poderia ser suprimido, reduzindo os custos da producdo da EG A
recombinante. Entretanto, para as etapas posteriores deste trabalho, o meio BMMY foi

escolhido para obtencéo da enzima a ser purificada.
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Figura 13: Curva de crescimento dos clones transformantes de P. pastoris (a) e de atividade enzimatica
no sobrenadante dos mesmos (b) em 120h nos meios BMMY e BMMU. C18: clone transformado com a
construcdo pPIC9/eglA; (com a seqiiéncia do peptideo-sinal heterdlogo do fator-a de Saccharomyces
cerevisiag) crescido nos meios BMMY (==t#=) e BMMU (==#==); C2ctrC18: clone 2, linhagem
controle da atividade enzimatica do clone C18, transformada com o vetor pPIC9 vazio, crescido nos
meios BMMY ( ) € BMMU ( ).

Parte C: Purificacdo da enzima recombinante
C.1 Definicdo do tempo de inducdo necessario para m  aior atividade enzimética
da endoglicanase recombinante

Visando a definicdo do ponto de mais alta atividade enzimética detectada
no sobrenadante do clone produtor, avaliou-se o crescimento, concentracdo de
proteinas e, sobretudo, a atividade da endoglicanase A recombinante no

sobrenadante. Para tal, foram utilizados trés frascos para cada um dos clones
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(produtor e controle) de modo a validar estatisticamente a escolha do ponto de coleta
do sobrenadante do clone produtor para purificacdo da enzima heterdloga.

ApGs apresentarem crescimento similar no meio de inducéo, as triplicatas
dos clones controle e produtor repetiram o comportamento anteriormente observado
no que concerne aos valores de atividade enzimatica do sobrenadante. Assim como
no experimento anterior, o controle negativo (C2ctrC18) néo ultrapassou 0,1 Ul/mL,
permanecendo até 120 h com valores em torno de 0,05 UI/mL. Estes foram inferiores
guando comparados ao clone produtor (C18), tendo este atingido o valor maximo de
aproximadamente 0,4 UI/mL ja em 24 h de inducao (fig. 14). Entretanto, em razéo de
maiores concentracfes de proteinas totais ocorrerem somente a partir de 48 h (dados
ndo mostrados), este foi definido como o ponto para coleta do sobrenadante visando a
purificacdo da enzima heterdloga.

Em experimentos de producdo de enzimas em sistema nativo, é possivel
observar um tempo mais prolongado para obtencdo dos maiores valores de atividade
sobre CMC (Lucas et al., 2001; Karnchanatat et al., 2008). Isso é principalmente
reflexo da necessidade nutricional de fungos filamentosos, que carecem de
concentracdes consideraveis de fontes de carbono simples como glicose no meio de
producdo. A glicose tarda a ser totalmente consumida e a sua presenca no meio
favorece a repressédo da expressao dos genes de celulases mediada por fatores de
transcricéo.

Vale mencionar que mesmo em relacdo as analises de cinética de
crescimento e atividade de P. pastoris observado por outros autores, os valores
obtidos neste trabalho indicaram rapida indugcdo da expressdo génica do cDNA
clonado, reflexo dos maiores valores de atividade logo no segundo dia de inducéo.
Oliveira (2007) e Rubini (2009), expressando P. pastoris celobiohidrolase 1.2 e
endoglicanase 1 de fungos filamentosos (H. grisea e P. echinulatum, respectivamente)
nas linhagens GS115 e SMD1168 de P. pastoris, respectivamente, observaram
atividade méxima apos 96 h de inducdo. J& Araujo (2008) obteve indices maximos da
producdo heteréga de quimosina de Bos taurus em P. pastoris GS115 apds 72h.

P. pastoris € uma levedura que secreta altos niveis de enzimas
heterélogas (Romanos, 1995; Cereghino & Cregg, 2000), apresentando poucas
proteinas préprias no sobrenadante (Mattanovich et al., 2009), além das altas taxas
de expressdo de genes responsivos ao promotor AOX1 (Cregg et al., 1999). A
escolha desta hospedeira (linhagem GS115) favoreceu o alcance dos valores de
atividade maxima em um tempo curto, o que torna o clone selecionado

biotecnologicamente promissor.
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Figura 14: Curva de crescimento (=) e de atividade enzimatica (= ) sobre CMC a partir do sobrenadante do clone produtor (preto) e controle (cinza) por 120 h.

. densidade celular do clone 2, linhagem controle da atividade enzimatica do clone C18, transformada com o vetor pPIC9 vazio; : atividade enzimatica do
sobrenadante do clone 2, linhagem controle do clone C18, transformada somente com o vetor pPIC9; === densidade celular do clone C18; = 4=-: atividade enzimatica
do sobrenadante do clone C18. As barras verticais mostram o erro padrdo da triplicata e as letras diferentes mostram diferenca estatistica (indicada somente para a curva de
atividade enzimética do clone produtor) (p<0,05).

Atividade enzimética (Ul/mL)
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O alcance dos valores maximos de atividade em 24h de inducédo e a
manutencdo dos mesmos até 120 h sdo aspectos vantajosos atingidos pela estratégia
de clonagem e expresséo seguida neste trabalho. Tal resultado favorece a producdo
de enzima em maior escala diante do relativo curto tempo necessario para obtencao
da atividade méaxima e da consequente utilizacdo de menores volumes de metanol,
reagente toéxico e de alto custo.

Todavia, vale ressaltar que o metanol é um reagente altamente toxico,
inflamavel e de elevado custo. Quando em escala industrial, sua utilizacdo se daria
em grandes volumes, elevando os gastos com a producdo e comprometendo
seriamente o trabalho de seus manipuladores. Embora altos niveis de producdo
possam ser alcancados empregando este indutor, o risco de explosao, lise celular,
aquecimento do meio de cultura e elevado consumo de oxigénio obriga o0s
pesquisadores a elaborarem estratégias alternativas de inducao.

Por meio do emprego de citometria de fluxo, Jahic e colaboradores (2003)
relataram a ocorréncia de 12% de lise celular apds 40 a 70 h de indugdo com metanol.
Por outro lado, a indugcdo com metanol quando realizada em condi¢cdes de
temperatura mais reduzidas, foram responsaveis pela reducdo da lise celular,
possibilitando o alcance de maiores niveis de producao da proteina heteréloga. 1sso
ocorreu em razao da reduzida ocorréncia de protedlise.

Entretanto, o resfriamento de grandes fermentadores em indudstrias
também resultaria em gastos excessivos, além de ndo resolver a maioria das
questbes que contam contra o metanol. Nesse sentido, sdo sugeridos promotores
fortes responsivos a glicose, como o promotor do gene que codifica a enzima da via
glicolitica, gliceraldeido3-fosfato desidrogenase (GAP) (Waterham et al., 1997). O

promotor do gene GAP é de expresséao constitutiva.

C.2 Purificacdo

A estratégia empregada na purificacdo da endoglicanase consistiu em
duas etapas. Em raz&o dos resultados obtidos por Mattanovich e colaboradores (2009)
apontarem para a prevaléncia de proteinas nativas de P. pastoris em faixas superiores
a 70 kDa, a estratégia empregada neste trabalho visou a remoc¢éo destas proteinas
por meio de ultrafiltragdo em membrana com limite de retencdo de 50 kDa. Dessa
forma, as proteinas nativas seriam concentradas pelo ultrafitrador e removidas da
fracao ultrafiltrada, na qual estaria a enzima heterdloga, de 34 kDa. Esta ultima fragéo
foi entdo aplicada em coluna de gel filtracdo Sephadex G50 para obtencdo de uma
amostra com maior valor de atividade especifica, e foi este o critério para anélise dos

resultados da purificacdo em curso (tabela 6).
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Apbés a etapa de ultrafiltracdo em membrana PM 50, dos 315 mL obtidos
da fracao ultrafiltrada foram utilizados 18 mL para aplicagdo na coluna de gel filtrag&o.
Foram eluidas 95 fracdes, avaliadas quanto a atividade enzimatica e proteinas totais
(A280), como mostrado na figura 15.

Varios trabalhos trazem metodologias de purificacdo de endoglicanases
nativas a partir do extrato bruto do fungo crescido por periodos relativamente longos.
O processo de purificacdo da EG A nativa de A. nidulans (Chikamatsu et al., 1999)
envolveu o emprego de precipitacdo com sulfato de amdnio, didlise, cromatografia de
troca ibnica e de gel filtracdo, intercaladas por uma etapa de concentracdo. J4 Elshafei
e colaboradores (2009), trabalhando com uma endoglicanase de A. terreus, utilizaram
varias etapas de precipitacdo, didlise, liofilizacdo e fracionamento com acetona, até
finalizarem a purificacdo com cromatografia de troca i6nica. Empregando uma
endoglicanase de outra linhagem de A. terreus, Nazir e colaboradores (2009) fizeram
uso de trés etapas de cromatografia, intercaladas por processos de concentracdo de
material por ultrafiltrador e sucessivas precipitacdes e didlises.

O processo de purificacdo realizado no presente trabalho se deu em
pequena escala e com pequeno numero de etapas, visto que o0 sobrenadante da
hospedeira é pobre em proteinas nativas (Mattanovich et al., 2009). Observa-se na
tabela 6 0 aumento no valor de atividade especifica em uma razdo superior a 2 apds a
ultrafitragcdo, apontando para eficiente remocdo de proteinas da hospedeira. O
rendimento de 61% indica a recuperacdo no ultrafiltrado de mais da metade da
atividade enzimética sobre CMC, quando comparada aquela obtida no extrato bruto.
De posse destes resultados salientamos a importancia do processo de ultrafiltracao,
procedimento simples, rapido e de baixo custo.

A atividade retida no ultrafiltrador deve-se em parte as varias (-1,3-
glicanases presentes no secretoma de P. pastoris (Mattanovich et al, 2009), que tém
atividade sobre CMC (Lynd et al., 2002). Aliado a isso, uma possivel saturacdo da
membrana PM 50 levou a retengcdo de uma considerdvel parcela da proteina
heterdloga, conforme confirmado posteriormente pela andlise do perfil eletroforético
das fracdes.

Ao final da purificacdo foi observado no cromatograma um pico Unico de
atividade na fracdo G50, distinto do pico de maior concentracéo de proteinas (fig. 15),
resultando em uma amostra com atividade especifica cerca de 3 vezes superior
aquela do extrato bruto (tabela 6). Quando sdo comparados os valores de atividade
especifica das fragcbes G50 e UF50, estes sdo bastante semelhantes, assim como o

perfil eletroforético de ambas, discutido a seguir.
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Figura 15: Perfil da cromatografia de exclusdo molecular da endoglicanase A recombinante (18 mL do
ultrafiltrado em membrana PM 50) em colune cromatografica Sephadex G50. As fragdes foram eluidas
empregando o tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7. As fragdes eluidas foram caracterizadas quanto a
determinagéo da concentracéo de proteinas totais (A280, ) e atividade enzimatica (UI/mL, wmumum).

Vale ressaltar que os resultados referentes a cromatografia de exclusao
molecular apresentados na figura 14 e na tabela 6 correspondem ao emprego de uma
pequena fragdo da amostra UF50 (18 dos 315 mL). Desta forma, o rendimento de
apenas 3% calculado para esta etapa da purificacdo esta subestimado, uma vez que
apenas uma pequena fracdo da amostra obtida da etapa de purificagcdo anterior foi
empregada nesta cromatografia (apenas cerca de 5,7% da amostra). Também é
importante ressaltar que a atividade de 100% atribuida ao extrato bruto pode
corresponder a contribuicdo das enzimas da hospedeira atuando sinergisticamente
com a enzima heteréloga. No que diz respeito a reducao do rendimento calculado para
a fracdo UF50 (61%, tabela 6), podemos provavelmente citar a participacdo tanto da
remocado de parte das proteinas nativas como a retencdo de uma consideravel massa
da proteina EG A recombinante na amostra concentrada em PM50 (fig. 16 e tabela 6).

Considerando as poucas proteinas nativas secretadas por P. pastoris, as
estratégias de purificacdo de proteinas recombinantes empregando esta levedura
como sistema heterélogo de expressdo sdo geralmente simplificadas (Hong et al.,
2003; Galdino et al., 2008), principalmente quando comparadas com 0 maior himero
de etapas requeridas na purificacdo da proteina nativa relacionada.
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Tabela 6. Tabela de purificacdo da endoglicanase A recombinante a partir do sobrenadante de P. pastoris

Atividade da endoglicanase A recombinante

Fracdo e volume disponivel (mL) Proteina total (mg) Atividade Purific
Atividade Rendimento
especifica acao
total (UI) (%)
(Ul/mg) x)
Extrato bruto (EB); 25 11,92 +1,62 109,56 + 4,23 9,32+1,37° 100 1
Concentrado da membrana de 50 kDa ; 35 4,62 +1,30 10,77 £ 0,37 2,45 +0,60° ND ND
Ultrafiltrado da membrana de 50 kDa (UF50); 315 2,99 +£0,35 66,78 £ 3,53 22,29 +4,13° 61 2,4
3* 2,7

Sephadex G50 (G50)*; 25 0,13 +£0,02 3,10+ 0,24 25,17 + 4,04°

a, b, c: letras distintas indicam diferenca estatistica significativa (p < 0,05). ND — ndo determinado. * Na cromatografia de filtracdo em gel, o rendimento de 3% foi obtido a partir

da utilizac@o de 18 mL dos 315 mL (cerca de 5,7% de amostra) da fracdo ultrafiltrada em membrana PM50 (UF50).
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Parte D: Analise do perfil eletroforético da endoglicanase A recombinante e
zimograma

D.1 Perfil eletroforético das fragBes da purificagéo

‘ Ug de proteina | (b)
(a) A 1 2 3 4 5 MM (kDa)
[6,5 95 10,5 13 25 3,0 1.8 2,5\ 130
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Figura 16: Perfil eletroforético da endoglicanase A recombinante em SDS-PAGE 12% (p/v) corado com
prata. MM: Marcador de massa molecular Pageruller Prestained Protein Ladder (Fermentas); Gel A: 1 e 2:
EB; 3 e 4: fracdo concentrada ap6s ultrafiltragdo com membrana PM 50; 5 e 6: UF50; 7 e 8: G50. Gel B:
1: proteinas presentes no sobrenadante da levedura transformada com o vetor vazio (controle negativo);
2: G50; 3: UF50; 4: proteinas na fragao concentrada pelo ultrafiltrador com membrana de 50 kDa e 5: EB.
No gel B foram empregados 2 pg de proteina total de cada amostra e no gel A estdo indicadas as
quantidades de proteina aplicadas em cada poco.

O perfil das proteinas das diversas fracdes (extrato bruto, fracdo
concentrada e ultrafiltrada em membrana PM50 e a fragdo G50) obtidas nas etapas de
purificacdo, foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes
desnaturantes (SDS-PAGE), conforme mostrado na figura 16.

Em todas as fracdes analisadas € possivel a identificagdo de uma proteina
de aproximadamente 34 kDa (fig. 15), exceto na amostra correspondente as proteinas
totais do controle negativo (fig. 15B, poco 1). Também € possivel observar a presenca
de diferentes proteinas da hospedeira, sobretudo nos pocos de 1 a 4 (fig. 15A), sendo
que aquelas maiores que cerca de 70 kDa foram removidas apos ultrafiltracdo em
membrana PM50 (fig. 15B, poco 3). Nos pocos 2 (fig. 15B), 7 e 8 (fig. 15A) foi
analisado o perfil das proteins da fracdo G50, onde podemos observar um maior grau
de purificacdo da EGA recombinante, sendo que a maioria das proteinas presentes

nas outras fracées foram removidas.

71



Resultados & Discussio

D.2 Zimograma
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Figura 17: Perfil eletroforético da endoglicanase A recombinante em SDS-PAGE 12% (p/v) corado com
azul brilhante de Comassie (a) e atividade em gel corado com vermelho do Congo (b). MM: Marcador de
massa molecular (Fermentas); 1: 6,3 pg das proteinas na fragdo G50; 2: 8 pg das proteinas na fragdo
UF50; 3: 32 pg proteinas do extrato bruto (EB); 4: 23 pg das proteinas do controle negativo
(sobrenadante da levedura transformada com vetor vazio).

A realizacao do zimograma teve o objetivo de confirmar a correspondéncia
entre a massa molecular da EG A recombinante com a atividade sobre CMC
observada ao longo deste trabalho. Assim, apés a eletroforese e tratamento do gel
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para a renaturacdo das proteinas, este foi incubado em condicbes favoraveis a
hidrélise do substrato. Para tanto, foi avaliado também o perfil eletroforético da
amostra controle, relativa as proteinas da hospedeira transformada com o vetor vazio
(fig. 16A, poco 4). Neste poco ndo foram observadas proteinas com massa molecular
na faixa de 34 kDa. Isso confirma que a atividade hidrolitica em gel foi gerada pelas
proteinas das amostras apresentando a proteina de massa molecular equivalente a 34
kDa, as quais sao superponiveis aos halos de hidrélise observados na figura 16B.

Entretanto, na amostra relativa ao extrato bruto, também foi observado
halo de hidrélise do substrato na faixa de 70 a 130 kDa aproximadamente, atividade
esta provavelmente relacionada as proteinas da hospedeira (fig. 16B, poco 3). O
mesmo foi observado no limite superior do gel para a amostra relativa ao controle
negativo (fig. 16B, poco 4), na qual localizam-se proteinas de massa molecular maior
que 130 kDa. Estas proteinas estdo ausentes nas demais fracbes, podendo ser
relacionadas possivelmente as proteinas da propria hospedeira, as quais podem ter
atividade sobre CMC (Lynd et al., 2002).

O secretoma de P. pastoris conta com 38% de glicosidases que, embora
sejam em parte originalmente proteinas ligadas a parede da levedura, podem soltar-se
devido a reestruturacdo da parede celular (Mattanovich et al., 2009) e lise celular em
funcao da interacdo com o metanol. Isso contamina a fracdo UF50 e, principalmente, o
extrato bruto com outras proteinas, que ndo a EG A,. Estas, caso tratem-se de uma

mistura de 3-1,3-glicanases, podem promover a degradacdo de CMC.

Parte E: Caracterizagdo bioquimica da EG A recombinante

Para avaliar o efeito dos constituintes do meio de inducéo e das proteinas
de massa molecular superiores a 50 kDa parcialmente removidas na ultrafiltracao,
foram caracterizadas funcionalmente as fracées do extrato bruto (EB) e ultrafiltrado da
membrana de 50 kDa (UF50) juntamente com a fracdo obtida apds a cromatografia de
gel filtragdo Sephadex G50 (G50).

E.1 Atividade enzimatica da endoglicanase A em func 8o da temperatura de
reacao

Visando avaliar a influéncia da temperatura na atividade enziméatica das
trés fragdes da purificagéo realizada, foram analisadas as temperaturas de 30 a 80°C,
sendo o substrato (CMC) diluido em tamp&o fosfato de s6dio 100 mM pH 6,5.

Foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas distintas
condi¢bes avaliadas neste ensaio (fig. 18). Para as fragbes EB e UF50 a atividade

enzimatica é relativamente pouco afetada na faixa de temperatura de 30 a 70°C,
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apresentando uma drastica reducdo a 80°C. A atividade enzimatica da endoglicanase
A recombinante na fracdo G50 mostrou pequena variagcdo na faixa de temperatura de
40 a 60°C, sendo muito afetada nas temperaturas de 30 e 80 °C.

Assim como foi observado para a enzima nativa (Chikamatsu et al., 1999),
para a enzima heter6loga ndo purificada (Bauer et al.,, 2006), para outras
endoglicanases do género Aspergillus (Garg & Neelakantan, 1982; Bagga et al., 1990;
Gao et al.,, 2008; Nazir et al., 2009) e para a familia 5 de glicosil hidrolases
(Minamiguchi et al., 1995; Rubini et al., 2010 in press) a atividade étima foi observada
na temperatura em torno de 50°C. Como mostrado na figura 18, a atividade étima da

endoglicanase A recombinante nas trés fracoes foi observada na faixa de 40 a 60 °C.

0,57 Fracoes
— EB
b ab 7 1IFRN
0,4+

o
<

Atividade enzimatica (Ul/mL)
%

(=]
—
|

0,0

| | | | | |
30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 18: Efeito da temperatura na atividade enzimatica em CMC das trés fracbes da purificacdo. Os
pontos apresentados nos graficos sdo as médias das triplicatas experimentais e as barras verticais

representam o erro padrdo. As letras distintas indicam diferenca estatistica dentro da mesma fragéo
(p<0,05).

E.2 Atividade enzimatica da endoglicanase A recom  binante em fun¢&o do pH
As condi¢des tamponantes testadas envolveram variagcbes na composi¢ao
do tampé&o e nos valores de pH, sendo os resultados obtidos mostrados na figura 18.

Vale ressaltar que a montagem da figura leva em conta o pH final resultante da

mistura do tampéao testado com o tampéo no qual a enzima se encontrava (tabela 4).
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Assim como ocorreu para a temperatura de reacado, o pH da reacéo afetou
a atividade enziméatica de forma semelhante para as trés fracdes. Foram observados
maiores valores de atividade em condi¢des acidas, principalmente com pH em torno
de 4 a 4,5. Por outro lado, condicbes de reacdo neutras levemente alcalinas foram
responsaveis pela reducéo da atividade, efeito este mais pronunciado na fracdo G50
(fig. 19¢).

Foi mencionado neste trabalho que esta enzima encontra-se ja
parcialmente caracterizada. Um trabalho relata a purificagdo da enzima produzida em
sistema nativo (Chikamatsu et al., 1999) e outro traz alguns dados a respeito da
endoglicanase A heter6loga presente no sobrenadante da linhagem X-33 de P.
pastoris (Bauer et al., 2006). O resultado do presente trabalho (fig. 19) ndo coincide
com os dados de caracterizacao parcial desta enzima em sua forma nativa realizados
por Chikamatsu e colaboradores (1999), no qual é sugerida a faixa de pH em torno de
6,5 para atividade oOtima da EG A de A. nidulans em sua forma nativa. Em
contrapartida, os resultados gerados neste experimento pelo presente trabalho
confirma os de Bauer e colaboradores (2006) quanto ao pH preferencial para
atividade maxima. Além disso, o presente trabalho €, neste aspecto, semelhante aos
obtidos para a maioria das endoglicanases. Os trabalhos revisados por Dashtban e
colaboradores (2009) apontam para uma faixa preferencial de pH em torno de 4 a 5
para as endoglicanases, assim como para celobiohidrolases. De fato, Vvérias
endoglicanases do género Aspergillus apresentaram maiores valores de atividade
nesta faixa de pH (Garg & Neelakantan, 1981; Gao et al., 2008). O mesmo foi
observado para uma endoglicanase da familia 5 (Sul et al., 2004).

Visto que o0s processos de hidrélise preferencialmente ocorrem em
condi¢des acidas, enzimas aciddéfilas tém maior interesse biotecnolégico no que diz
respeito & potencial degradacdo de lignocelulose (Dashtban et al., 2009). E nestas
condi¢des que se ddo muitas das estratégias de pré-tratamento (Hahn-Hagerdal et al.,
2006). Entretanto, grupos de pesquisa tém investido esfor¢cos na obtencdo de enzimas
modificadas no sentido de atuarem preferencialmente em pH alcalino, sendo esta
condicao preferencial para processos da industria téxtil (Camassola et al., 2004; Qin
et al., 2008). Porém, a maior atividade de celulases em pH acido parece ser um
aspecto intrinseco de sua estrutura protéica de dificil alteracdo pelo emprego de

técnicas de mutacdo (Qin et al., 2008).
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Figura 19: Atividade enzimatica da endoglicanase recombinante sobre CMC em fungdo do pH final da reacdo. (a) valores de atividade enzimatica obtidos a partir do
sobrenadante do clone produtor (extrato bruto); (b) valores de atividade enzimatica da fracéo obtida da ultrafiltracdo empregando membrana PM 50; (c): valores de atividade
enzimatica da fracdo obtida por cromatografia (Sephadex G50). Os pontos apresentados nos gréficos representam as médias das triplicatas experimentais e as barras
verticais representam o erro padrao. As letras distintas indicam diferenca estatistica dentro da mesma fragao (p<0,05).

76



Resultados & Discussio

A faixa de pH na qual a endoglicanase A recombinante tem seus maiores
valores de atividade coincide com as condicdes preferenciais da maioria das
endoglicanases e celobiohidrolases, confirmando que, no que concerne as condi¢des
tamponantes, a endoglicanase A recombinante pode atuar em misturas enziméticas
complexas. Portanto, para 0s demais ensaios enzimticos de caracterizacao
bioquimica foi empregado o tampéo acetato de sodio 50 mM pH 4 como diluente do
substrato. Esta condi¢do, assim como demonstrado na tabela 4, proporciona um pH

final na reacdo de cerca de 4,4 a 4,8.

E.3 Avaliacdo da estabilidade térmica da endoglican  ase A recombinante

Definidos os paradmetros otimizados para as reacdes seguintes, a
endoglicanase recombinante foi caracterizada quanto a sua termoestabilidade. Neste
experimento foram analisadas temperaturas proximas a temperatura 6tima (45 e
55°C) e também valores mais extremos de temperatura (70 e 80°C). Para construcéo
dos gréficos e andlise dos dados foi estabelecido como padrdo (100%) a solugéo de
enzima incubada por somente um minuto na temperatura correspondente, sendo a
temperatura de reacdo de 50°C.

Os valores de atividade enzimética permaneceram equivalentes durante
guase todos os periodos de incubacdo a 45°C e 55°C (tabela 7), apresentando
pequenas diferencas significativas somente a partir de 48 h. Este dado sugere uma
marcante estabilidade da enzima em faixas de temperatura préximas a 50°C.
Resultados semelhantes foram obtidos em outros trabalhos de expresséao heterdloga
(Qin et al., 2008; Thongekkaew et al., 2008), inclusive com endoglicanases da familia
5 (Siqueira, 2004), sendo sugerido a classificacdo das enzimas estudadas como
termoestaveis (Qin et al., 2008; Thongekkaew et al., 2008). Seguindo 0 mesmo critério
dos trabalhos supracitados, a EG A, também poderia ser classificada como uma
enzima termoestavel por manter de 85 a 100% de sua atividade apds prolongados
periodos (até 48 h) de incubagéo nestas temperaturas.

O mesmo nao foi observado em varios casos descritos na literatura para
enzimas termofilicas ou de organismos termofilos, como é o caso da endoglicanase
de Daldinia eschscholzii, com meia-vida de cerca de 1h na faixa de temperatura que
confere a maxima atividade (Karnchanatat et al., 2008). As endoglicanases
caracterizadas de A. terreus M11 e AN; perdem 20 e 40%, respectivamente, de suas
atividades quando incubadas por somente 1h na temperatura na qual foi observada a
atividade maxima (Gao et al., 2008; Nazir et al., 2009). J& a endoglicanase de Chalara
paradoxa nao resistiu por periodos superiores a 5 h em temperaturas préxima a sua

faixa 6tima (Lucas et al., 2001).
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Tabela 7. Andlise da termoestabilidade da endoglicanase A presente nas fracdes testadas.

Tempo de incubacéo (h)
FRTCO) 0 1 2 3 6 12 24 48 72
45 100+ 2,3 NA NA 108 + 6,4 NA 100+ 3,0 101 £ 8,7 97 + 3,1 90+ 25
EB 55 100+ 5,4 NA NA 103 + 2,1 NA 101+ 5,8 105+ 10,3 86 + 5,0 54 + 4,3*
70 100 + 4,7 NA NA 70+ 0,5* 25+ 2,0* NA NA NA NA
80 100 + 4,7 45+ 0,4* 17+ 0,3 10+ 3 NA NA NA NA NA
45 100 £ 10,0 NA NA 134 + 4,0 NA 106 £ 7,2 101+£20 100+ 5,0 96+ 6,2
UF50 55 100+ 5,7 NA NA 108 + 4,2 NA 106 + 4,5 105+ 4,6 100 £ 5,0 81+ 6,0
70 100+ 2,2 NA NA 80+1,8 9,6+1,2* NA NA NA NA
80 100+ 1,2 55+ 6,5 44464 46 + 0,5 NA NA NA NA NA
45 100 £ 9,1 NA NA 109+ 11,3 NA 99,2+58 100+ 6,3 104+ 8,4 84 + 14,0
G50 55 100 + 10,2 NA NA 106 + 6,5 NA 108 + 8,5 112+52 82+ 6,8 76 £ 3,1*
70 100 + 3,9 NA NA 59 + 5,0 30+ 32 NA NA NA NA
80 100+ 5,8 40+ 11,5°  11+14 13+ 35" NA NA NA NA NA

Os resultados estao expressos em atividade enzimatica relativa (%). Os asteriscos (*) indicam diferenca estatistica dentro da mesma fragao (p<0,05), quando comparadas ao

controle. FR — fracdo; T — temperatura de incubagéo; NA - ndo avaliado.
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Para a EG A recombinante, apos incubag¢do nas temperaturas de 70 e
80°C foi observada significativa reducéo na atividade enzimatica mesmo apés 1 h a
80°C, apresentando reducdo de cerca de 50% em relagdo ao tratamento controle
(80°C por 1 minuto). Apds mais uma hora de incubacdo nesta temperatura as
enzimas das trés fracdes mantiveram no maximo cerca de 20% da atividade (tabela
7). JA na incubacdo a 70°C a atividade enzimatica foi reduzida para cerca de 25 a
15% do valor controle apés 6h.

A endoglicanase de A. niger, também agrupada na familia 5, foi
classificada por Hong e colaboradores (2003) como altamente estavel por manter 80%
de sua atividade méxima apds incubacdo por 2h a 70°C. Por outro lado, a também
termoestavel endoglicanase de D. eschscholzii (Karnchanatat et al., 2008), com
atividade maxima a 70°C, manteve 20 % da atividade quando incubada por 2 h a 70°C
ou 1l ha80°C. Cercade 70 % da atividade da EG A recombinante foi mantida quando
incubada por 3 h na temperatura de 70°C, resultado esse observado nas trés fracdes
testadas. Esse dado aponta para uma termoestabilidade da EG A recombinante
também a 70°C, se utilizados os mesmos critérios descritos por Hong e colaboradores
(2001). Esta sugestdo poderia ser confirmada apds analise da termoestabilidade da

EG A recombinante a 70°C por tempos inferiores a 3 h.

E.4 Efeito de quelantes, agentes redutores, deterge  ntes e sais de ions metélicos
na atividade enzimética da endoglicanase Arecombin  ante

Sao descritos pela literatura que diferentes agentes interferem na atividade
enzimatica, de modo a atuarem como inibidores ou ativadores. O efeito de agentes
interferentes na atividade enzimatica neste trabalho foi observado por meio da
incubacdo da EG A, com 18 mM destes agentes na reacdo enzimatica. Em razéo
desta concentracdo de HgCl, resultar em 50% de inibicdo da atividade na EG A, na
fracdo UF50, o emprego de agentes a esta concentracao final na reacao permitiu a
observacdo de seus efeitos com uma clareza maior do que foi obtido com
concentracdes mais reduzidas (dados ndo mostrados). As discussdes concentrar-se-
a0 no efeito sobre a fracdo mais pura, e as demais fracbes serdo mencionadas como
base de comparacao, quando necessario.

Em inGmeros trabalhos o ion Hg* é descrito forte inibidor da atividade
enzimatica, tendo sido relatada redugédo de até 95% quando na concentracdo de 1
mM, conforme descrito para a atividade da endoglicanase de Daldinia eschscholzii
(Karnchanatat et al., 2008). Segundo a literatura, a interagdo com cétions metalicos
pode provocar oxidacdo dos grupos sulfidrila, desestabilizando pontes dissulfeto e

afetando a conformacao tridimensional da proteina (Rouvinen et al., 1990; Ohmiya et

79



Resultados & Discussio

al.,, 1995). O efeito inibidor deste ion também pode dever-se a interagcdes com
residuos de triptofano (Elshafei et al., 2009).

Dentre os tratamentos testados neste trabalho, alguns se destacam no que
diz respeito a influéncia sobre a atividade (tabela 8). Agentes redutores tiveram efeito
estimulatério na atividade da endoglicanase A, sendo este resultado mais visivel na
fragdo G50. O mesmo vale para elementos que provocaram reducdo na atividade,
como foi o caso de AICl;, tendo provocado inibicdo de 10 a 30%, coincidindo com os
resultados descritos para a endoglicanase 1 de Penicillium echinulatum, também da
familia 5 de glicosil hidrolases (Rubini et al., 2010).

Dentre os ions divalentes analisados, a maioria ndo apresentou efeito
estatisticamente significativo. Quanto aos inibidores desta categoria, 0 Zn**, resultou
em efeito inibitério na atividade enzimatica da enzima na fracdo G50. Entretanto, a
inibicdo observada foi somente de cerca de 20 % diante da incubacéo na presenca de
uma alta concentracdo deste ion. Dados de incubac¢do com ions metalicos juntamente
com dados de incubacdo com agentes redutores apontam para pouca importancia de
pontes dissulfeto na estabilizacdo da estrutura tridimensional. A incubacdo com
agentes redutores, responsaveis pelo rompimento de pontes S-S, provocou aumento
significativo na atividade enzimatica das trés fracdes analisadas, especialmente [3-
mercaptoetanol, responsavel pelo incremento de 80% no valor de atividade.

A incubagdo com EDTA, agente quelante de ions divalentes, ndo resultou
em efeito estatisticamente significativo, indicando que a endoglicanase A n&do é uma
metaloproteina. O contrario ocorreu no tratamento das endoglicanases das linhagens
M11 e DSM 826 de Aspergillus terreus (Gao et al., 2008; Elshafei et al., 2009). Em
ambos 0s casos 0 EDTA teve efeito inibidor e foi observado intenso aumento na
atividade enzimatica quando da incubac&o com fons divalentes como Zn** e Co™".

Os sais CoCl,7H,0, CuCl, e CaCl, figuraram entre os favorecedores do
aumento da atividade, indicando alguma participacdo no mecanismo catalitico ou na
estabilidade da enzima. Foi observado um acréscimo de 20% no valor da atividade
enzimatica diante da interacdo com Ca?" e Co*, assim como relatado para
endoglicanase de D. eschscholzii (Karnchanatat et al., 2008). Este fato € incoerente
com a sugestdo feita anteriormente de que EG A ndo seria uma metaloproteina.
Porém, assim como foi sugerido no trabalho de Karnchanatat e colaboradores (2008),
possivelmente ambos ions teriam efeito estabilizador na estrutura da enzima, nao
tendo papel essencial no mecanismo catalitico. O mesmo poderia ser sugerido para o
efeito ativador de Cu®* na EG A, resultado também observado por Nazir e
colaboradores (2009), com uma endoglicanase descrita na linhagem AN; de A.

terreus.
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Tabela 8. Efeito do tratamento de diferentes agentes (quelantes, sais de ions metalicos, detergentes e
agentes redutores) sobre a atividade enzimatica nas trés fracdes da purificacéo.

Tratamento Fracao Atividade relativa (%)
EB 100,00 * 2,23
Controle UF50 100,00 * 0,85
G50 100,00 x 3,95
EB 103,66 + 10,75
SDS UF50 107,92 + 8,19
G50 31,24 + 4,73 *
EB 119,15 + 2,18 *
EDTA UF50 133,11 + 11,12 *
G50 103,69 + 4,07
EB 111,67 + 2,34 *
DTT UF50 117,09 + 4,74 *
G50 132,43 + 3,11 *
EB 131,72 + 0,94 *
3-mercaptoetanol UF50 139,34 + 4,50 *
G50 181,81 + 11,09 *
EB 89,93 + 2,01 *
AlICl 5 UF50 88,55 + 6,16 *
G50 67,10 + 4,54 *
EB 118,87 + 4,71 *
CaCl, UF50 111,42 + 5,58 *
G50 112,55 + 6,91 *
EB 107,35 + 1,57 *
ZnSO, UF50 84,33 + 1,80 %
G50 83,03 + 7,19 *
EB 180,68 + 7,63 *
NacCl UF50 107,85 + 5,04
G50 97,14 + 4,30
EB 133,99 + 7,79 *
CoCl,7H,0 UF50 125,33 + 059 *
G50 132,26 + 3,19 *
EB 105,47 + 1,28
CuCl, UF50 97,74 + 2,22
G50 120,37 + 2,33 *
EB 91,26 + 3,48 *
KCI UF50 100,35 + 1,14
G50 99,34 + 4,20
EB 96,58 + 4,68
FeCl36H,0 UF50 79,34 + 4,43 *
G50 92,00 + 6,09

* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05%)

81



Resultados & Discussio

Por fim, a incubacdo da EG A recombinante com SDS, um detergente
ibnico forte, provocou intensa reducao nos valores de atividade enzimética, resultando
na diminuicdo de cerca de 70 % na atividade da enzima na fracdo G50, sendo esta a

Unica a ser afetada por este reagente.

E.5 Atividade enzimatica da endoglicanase A sobre o utros substratos

Apbés a andlise de efeitos dos diversos interferentes, procedeu-se a
observacdo da atividade sobre outros substratos, visto que até entdo somente a
carboximetilcelulose havia sido empregada nos ensaios. Neste experimento foram
utilizados papel de filtro (Whatman n° 1), celulose microcristalina (Avicel, Sigma),
xilana, p-nitrofenil-3-D-glicopiranosideo (pNPG, Sigma) e 4-metil-umbelliferil-8-D-
celobiosideo (MUC, Sigma)

Nos ensaios quantitativos, foi definido como padréo (100%) a atividade da
endoglicanase A recombinante sobre CMC.

Conforme o esperado, a endoglicanase recombinante foi pouco eficiente
na degradacdo de substratos especificos para outras classes enziméticas (figura 20).
A celulose microcristalina, muito compactada e de dificil acesso as hidrolases, é mais
facilmente degradada por celobiohidrolases, que atacam o polimero pelas
extremidades. Entretanto, a EG A nativa foi capaz de utilizar este substrato, embora
com atividade especifica baixa em relacdo aquela observada para CMC (Chikamatsu
et al, 1999). Porém, os autores ndo deixam claro qual a quantidade deste substrato
empregada no ensaio.

O substrato pNPG também néo foi hidrolisado pela EG A,, concordando
com os resultados obtidos com a enzima nativa (Chikamatsu et al., 1999). Este fato é
reflexo da conformacéao tridimensional do sitio catalitico de cada uma das classes de
celulases e mostra que a endoglicanase estudada neste trabalho ndo apresenta
atividade de celobiohidrolase, tampouco de R-glicosidase, sinalizando para a
necessidade de suplementacdo com outras classes enziméticas para degradacdo de
substratos complexos.

A xilana, por outro lado, também n&o foi eficientemente degrada em
funcdo de tratar-se de um polimero formado por pentoses, resultando em uma
estrutura pouco reconhecida pelas celulases, conforme também observado para a
enzima nativa (Chikamatsu et al., 1999).

O ensaio enzimatico sobre papel de filtro, substrato insoluvel e de
composicdo mais heterogénea, resultou em uma atividade enzimética duas vezes
maior quando incubado com as fracbes EB e UF50 quando em comparacdo a

atividade destas fracdes sobre CMC. A fracdo G50 apresentou atividade relativa de
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cerca de 50% inferior aquela obtida empregando CMC como substrato. Sugere-se
neste caso uma possivel acdo sinérgica da EG A, com as enzimas da célula
hospedeira, que ainda estdo presentes nas fracbes EB e UF50. Outros trabalhos
(Akiba et al., 1994; Karnchanatat et al., 2008; Elshafei et al., 2009) relatam
degradacédo de papel de filtro em niveis semelhantes ou ainda menos eficientes aos
observados para a fracdo G50. Empregando o sobrenadante da cultura de
hospedeiras para enzimas heterélogas, Siqueira (2004) e Rubini e colaboradores
(2010, in press) relataram cerca de 60% de atividade enzimética sobre papel de filtro
guando comparada aquela obtida em CMC. Vale mencionar que em ambos 0s casos
as enzimas secretadas pelas hospedeiras podem ter contribuido para estes

resultados, gerando uma possivel acdo sinergistica.

3004 * Fracoes
S : % EB
-%200‘ \ UF50
g § * %T .

0 § i § — §\*|_
O 30 1) x
mSubstratos

Figura 20: Atividade enzimatica das trés fragdes da purificacdo em diversos substratos:
carboximeticelulose (padrdo), celulose microcristalina, papel de filtro e xilana. Os asteriscos indicam
diferenca estatistica em relagdo ao padréo (CMC) (p<0,05).

A degradacéo de MUC e a liberacdo do produto fluorescente s6 foi visivel

para as fracdes EB e UF50 (fig. 21), sendo que esta Ultima apresenta intensidade de

83



Resultados & Discussio

fluorescéncia visualmente indistinguivel da obtida pelo controle negativo. J& com a
frac@o G50 néo foi detectada atividade enzimatica sobre este substrato.

Este resultado corrobora o anterior no sentido que possivelmente as
enzimas nativas de P. pastoris atuem sinergisticamente com a endoglicanase
recombinante. Nos ensaios das figuras 20 e 21, é possivel observar que o padréo de
degradacgédo dos diversos substratos é mais pronunciado nas fracdes EB e UF50, em
razao da presenca de algumas proteinas nativas de P. pastoris com possivel atividade
sobre CMC (Lynd et al., 2002; Mattanovich et al., 2009), e talvez também sobre outros
carboidratos. A fluorescéncia ndo detectada na amostra G50 parece indicar uma sultil
ou inexistente atividade sobre oligossacarideos. Entretanto, esse dado é controverso
quando comparado com a fluorescéncia de EB, mais intensa que a observada no
controle negativo. A diferenca entre essas duas amostras (EB e controle negativo)
pode dever-se a endoglicanase A recombinante, que s6 consegue atuar no substrato
em questao quando em combinacdo com enzimas da hospedeira. O mesmo pode ser
sugerido pela andlise dos resultados apresentados por Siqueira (2004) e Rubini
(2009), visto que em ambos trabalhos foi empregado o sobrenadante de cultura,
equivalente a fracdo EB deste trabalho.

O melhor desempenho da endoglicanase A recombinante nas amostras
EB e UF50 apontam para a importancia do sinergismo e para a degradacdo
incompleta de um substrato complexo empregando uma s6 enzima. Este dado reforca
0 objetivo de nosso grupo em elaborar misturas enzimaticas otimizadas para a
degradacgéo de substratos complexos, tendo em vista o aspecto sinérgico tdo evidente

na atividade de glicosil hidrolases.

EB UF50 G50 H:0 C-

Figura 21: Avaliacdo qualitativa da atividade das trés fragcdes da purificacdo no substrato MUC. A
deteccéo de fluorescéncia sob luz UV indica um maior ou menor grau de hidrélise do substrato.

E.6 Determinacdo de Km e Vmax
Por fim, foram determinados os valores de Km e de Vmax para a enzima

endoglicanase A recombinante. Foram utilizadas concentragdes crescentes de CMC a
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serem degradados nos ensaios de reacdo empregando a fracdo G50. Segundo o
programa EnziFitter os parametros cinéticos de Km e Vmax para a endoglicanase A
recombinante séo, respectivamente: 27,5 + 4,33 mg/mL e 1,185 + 0,11 pmol/min

Quando comparados a outros trabalhos, os aspectos cinéticos da EG A,
indicam menor afinidade pelo substrato, o que tarda a saturacdo do sitio catalitico,
possibilitando maiores valores de atividade quando se alcancga a velocidade méaxima.

Wonganu e colaboradores (2008) relataram que para a forma truncada da
endoglicanase recombinante de Syncephalastrum racemosum houve um acréscimo
no valor de Km (25 e 19 mg/mL para as formas truncada e intacta da enzima,
respectivamente). O incremento no valor de Km apds remoc¢ao de parte da estrutura
protéica parece resultar do acoplamento dificultado do substrato no sitio catalitico, fato
esse provavelmente favorecido pela proteina intacta. A forma truncada ndo apresenta
justamente a regido do CBM, cuja remocdao pode ter sido responsavel pela reducéo na
afinidade sobre o substrato.

Desse modo, pode-se sugerir que a falta do CBM na estrutura da EG A
possa ser um dos fatores responsaveis pela sua afinidade pelo substrato

relativamente baixa.
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Principais resultados

* Obtencdo do cDNA eglA referente a endoglicanase A de A. nidulans;

e Construcdo de vetores para clonagem em P. pastoris (pHIL-D2/eglA; e
pPIC9/eglA,);

« Transformacéo de P. pastoris e selecdo do melhor clone produtor com
atividade maxima a partir de 24 h de indugdo com metanol;

e Purificacdo parcial da endoglicanase A recombinante e andlise do perfil
eletroforético confirmando a massa molecular de 34 kDa, a atividade CMCasica da EG
A, e a presenca de enzimas préprias da hospedeira também com atividade CMCasica;

e  Caracterizagdo funcional da EG A,

Tabela 9. Principais resultados obtidos pela caracterizagao da endoglicanase A recombinante

Parametro Caracteristica
pH 45a5
Temperatura 40 a 50°C

a 44 e 55°C: manutencédo de 100% da atividade por 48 h; a 70°C:
Termoestabilidade y o
manuten¢éo de 60% da atividade por 3 h
incremento na atividade diante da incubagao com Cu*+(120%), Co*+(132%),
Agentes interferentes e DTT e B-mercaptoetanol provocaram aumento na atividade de 130% e

180%, respectivamente; Al gerou redugéo de 33% na atividade

Atividades CMCésica e FPasica
Atividade especifica 25 + 4,0 Ul/mg
Parametros cinéticos Km =275+ 4,33 mg/mL e 1,185 + 0,11 pmol/min
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Concluséao

A endoglicanase A de A. nidulans foi eficientemente expressa em sistema
heterdlogo, atingindo os valores maximos de atividade em cerca de 24 h de inducao
com metanol. A enzima recombinante, purificada por ultrafiltracdo com membrana PM
50 e gel filtracdo (Sephadex G50), apresentou maiores valores de atividade enzimatica
guando incubada de 40 a 60°C em pH éacido. A endoglicanase produzida mostrou-se
termoestavel, mantendo cerca de 100% de sua atividade ap6s incubacgédo a 45 e 55°C
por 48 h, e quando da incubacdo a 70°C, manteve cerca de 60% da atividade
enzimatica. A atividade enzimatica da EG A, foi cerca de 180% maior quando incubada
com 18 mM de R-mercaptoetanol. As atividades detectadas para esta enzima foram
sobre papel de filtro e CMC, apresentando atividade especifica sobre este ultimo
substrato de 25 Ul/mg e Km e Vmax equivalentes a 27,5 + 4,33 mg/mL e 1,185 + 0,11

pmol/min, respectivamente.

A endoglicanase produzida em sistema heter6logo mostrou-se distinta da
mesma enzima em sua forma nativa (Chikamatsu et al., 1999) e o presente trabalho
traz dados adicionais para uma caracterizacdo mais completa. Tais caracteristicas
apontam para uma enzima com potencial biotecnolégico promissor, sendo importante

componente de misturas enzimaticas complexas a serem elaboradas posteriormente.
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Perspectivas

» Confirmacéo da integracdo do cDNA eglA no genoma da levedura, bem
como Identificacdo do nimero de copias inseridas;

« Otimizacao do processo de purificacdo da endoglicanase recombinante
empregando etapas de precipitacdo e outras colunas cromatograficas, como
cromatografia de afinidade ou de troca ibnica, para possibilitar a obtencdo de uma
amostra mais pura;

e Elaboracdo de misturas enzimaticas empregando as celulases
heter6logas ja produzidas por nosso grupo (Oliveira, 2007; Benoliel et al., 2009; Rubini
et al., 2010 in press) visando a degradacdo de substratos complexos. Sugere-se a
realizacdo de ensaios enzimaticos empregando a complementacdo do pool
lignocelulolitico de A. nidulans com a enzima heterdloga produzida neste trabalho e/ou
adicdo da EG A, a misturas enzimaticas de T. reesei gentilmente cedidas por
colaboradores. O objetivo deste ensaio é avaliar a contribuicdo do sinergismo com
enzimas de T. reesei na atividade da endoglicanase A recombinante.

* Uso de promotores alternativos na construcdo dos vetores (p. ex.
promotor do gene GAP) visando a remocéo do metanol para inducéo da producao da

enzima recombinante.
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