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RESUMO

A descoberta das monoxigenases de polissacarideos liticas dependentes de cobre
(LPMOs), que agem em sinergismo com outras enzimas na desconstrucdo da celulose,
gerou um grande interesse da comunidade cientifica por seu potencial de aplicacdo na
producdo de biocombustiveis a partir de residuos lignocelulésicos. A busca por essas
proteinas auxiliares em microrganismos surgiu como uma estratégia promissora, pois ha
grande diversidade de isoformas e disponibilidade de sequéncias gendmicas dessas
proteinas. Diante disso, o0 presente trabalho teve como objetivo expressar LPMOs
recombinantes de origem bacteriana em levedura Komagataella phafii. Foram obtidos
clones de K. phafii transformados com 6 genes selecionados a partir de banco de dados.
Analises da cinética de expressao proteica por técnica de western blot indicaram secrecédo
apenas da LPMO de 25 kDa codificada pelo gene de Thermobifida fusca Y X. Ensaios de
produgédo da LPMO de T. fusca foram realizados em biorreator de 1L e Erlenmeyers de
250 mL e 1000 mL. Nos ensaios em Erlenmeyers houve a deteccdo da proteina,
confirmada por SDS-PAGE e western blot, acompanhado de um alto crescimento
microbiano. No ensaio em biorreator ndo houve deteccdo da proteina de interesse e 0
crescimento microbiano foi baixo. Com a confirmagdo da expressdo da LPMO nos
ensaios em Erlenmeyers, estes foram parcialmente purificados e avaliados por gel de
proteinas e western blot. Os resultados obtidos mostram que o sistema de expressao de K.

phafii foi eficiente, expressando a LPMO de T. fusca.

Palavras-chave: Komagataella phafii; Thermobifida fusca; monoxigenases de

polissacarideos liticas; proteina heterdloga.



ABSTRACT

The discovery of copper-dependent lytic polysaccharide monooxygenase (LPMOs),
auxiliary proteins which act in synergy with other enzymes on the cellulose degradation,
generated a great interest from the scientific community due to their potential application
in biofuels production from lignocellulosic residues. The search for these auxiliary
proteins in microorganisms has emerged as a promising strategy because there is a great
diversity of isoforms and availability of genomic sequences. Thus, the present work
aimed to express bacterial LPMOs in Komagataella phafii. Clones of K. phafii
transformed with 6 genes selected from database were obtained. Analysis of protein
expression kinetics by western blot technique showed accumulation only of the LPMO
of 25 kDa coded by the gene from Thermobifida fusca YX. Production of LPMO from T.
fusca was tested in 1 L bioreactor and 250 mL and 1000 mL Erlenmeyer flasks. In
Erlenmeyer flasks experiments, there was protein detection, confirmed by SDS-PAGE
and western blot, and a high microbial growth. In the bioreactor assay, there was no target
protein detection, and microbial growth was low. After confirmation of LPMO
expression in Erlenmeyer flasks assays, protein were partially purified and confirmed by
protein gel and western blot. Results obtained showed that the expression system of K.
phafii was effective, expressing the LPMO from T. fusca.

Key words: Komagataella phafii; Thermobifida fusca; Iytic polysaccharide

monooxygenases; heterologous protein.
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1 INTRODUCAO

No inicio do século XX os combustiveis fésseis como carvao mineral, gas natural
e petroleo passaram a ser as principais fontes para geracdo de energia e producdo de
produtos quimicos. No entanto, sabe-se que a queima destes combustiveis gera altos
indices de poluicdo atmosférica e que a utilizagdo de fontes fosseis ndo é sustentavel.
Diante disso surgiu o interesse em pesquisas destinadas a desenvolver tecnologias
renovaveis para substituir as fontes fosseis de carbono. E uma dessas tecnologias é a
conversdo da biomassa em combustiveis e produtos quimicos dentro do contexto de
biorrefinaria integrada (BRANDT et al., 2013).

A producdo de energia renovavel derivada de biomassa é uma alternativa para
reduzir o uso intensivo de combustiveis fosseis, diversificar e garantir o suprimento de
energia no futuro. No entanto um dos grandes desafios esta na desconstrucdo da biomassa
lignocelulésica de forma a aproveitar eficientemente todos os componentes da parede
celular vegetal (DING et al., 2012).

A descontrucdo da parede celular vegetal inclui basicamente dois passos: o pré-
tratamento da biomassa lignoceluldsica para aumentar a digestibilidade enzimatica ou
microbiana de componentes polissacaridicos; e a hidrdlise de celulose e hemicelulose em
acucares fermentesciveis (GALBE et al., 2007; SUN et al., 2002).

No entanto um dos fatores limitantes para etapa de hidrélise enzimatica é a
recalcitrancia da celulose, que impde a necessidade da adi¢do de elevada carga de enzimas
hidroliticas (LEE et al., 2008). Esta propriedade das matérias-primas vegetais € em grande
parte responsavel pelo alto custo da conversao de lignocelulose (HIMMEL et al., 2007).
Portanto, novas enzimas que tornem a sacarificacdo mais eficiente e menos onerosa tém
sido buscadas.

A descoberta das monoxigenases de polissacarideos liticas dependentes de cobre
(LPMOs) expandiu o conhecimento sobre a degradacdo enzimética da celulose.
Atualmente é aceito que esta degradacao inclui tanto componentes com acéo hidrolitica
como oxidativa (LEVASSEUR et al., 2013). As monoxigenases de polissacarideos liticas
sdo consideradas como um dos grupos enzimaticos mais promissores no campo da
bioconversdo de substratos lignocelulésicos para a producdo de biocombustiveis e

produtos quimicos, devido ao seu mecanismo unico de acdo (MURALEEDHARAN et
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al., 2016). Usadas em combinacdo com enzimas hidroliticas, as LPMOs contribuem
significativamente para a eficiéncia da despolimerizacdo enzimatica da biomassa
(EIBINGER et al., 2014).

Na producdo de proteinas recombinantes, os sistemas de expressdo mais utilizados
sdo baseados em culturas de bacteérias, fungos leveduriformes e células de mamiferos
(DEMAIN et al., 2009). O sistema de expressdo de enzimas heter6logas baseado em
leveduras destaca-se devido ao amplo conhecimento genético e ferramentas moleculares
disponiveis para estes organismos, sua rapida multiplicacdo, capacidade de realizar
modificacdes pds-traducionais e secretar proteinas para 0 meio extracelular.

A levedura metilotrofica Komagataella phafii (anteriormente denominada Picchia
pastoris) atualmente é um organismo usual para a geracdo de proteina recombinante
(CREGG et al., 2000). A crescente popularidade deste sistema de expressdo pode ser
atribuida a varios fatores, dentre eles: a simplicidade das técnicas necessarias para a
manipulacdo genética molecular de K. phafii e sua semelhanga com os de Saccharomyces
cerevisiae, um dos sistemas experimentais mais bem caracterizados da biologia moderna;
sua forte preferéncia para o crescimento aerobico, um traco fisiologico chave que facilita
a sua cultura em densidades celulares elevadas e a simples purificacdo da proteina
recombinante, devido aos niveis relativamente baixos de proteinas nativas secretadas
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

Neste contexto, o sistema de expressdo utilizando a levedura K. phafii, aplicado
neste trabalho tem por objetivo a expressao e secrecdo de LPMOs de origem bacteriana,

para utilizacdo como enzimas acessérias na desconstrucao de biomassa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter monoxigenases de polissacarideos liticas (LPMOSs) de origem bacteriana
utilizando o sistema de expressao heterdloga em Komagataella phafii, para utilizagdo

como enzimas acessorias na desconstrucao de biomassa.

2.2 Objetivos especificos

o Selecionar e sintetizar genes codificadores para LPMOs de origem bacteriana;
o Clonar e expressar genes codificadores para LPMOs de origem bacteriana em K.
phafii;

e Produzir e purificar a LPMO expressa heterologamente em K. phafii.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A biomassa lignocelul6sica como matéria-prima para a producéo de produtos

guimicos, bioenergia e biocombustiveis

Com a crescente demanda por energia, a volatilidade no preco do petrdleo e as
mudangas climaticas significativas pelo uso de combustiveis fosseis, nota-se a
necessidade de uma busca por alternativas limpas e fontes de energias sustentaveis, como
a energia solar, energia hidroelétrica, energia edlica e as bioenergias (CHU et al., 2012).

Neste contexto a biomassa é uma matéria-prima versatil que pode ser usada para
produzir calor, energia, combustiveis e bioprodutos. Quando produzida e usada de forma
sustentavel, é uma transportadora de carbono neutro e pode contribuir amplamente para
a reducdo das emissOes de gases de efeito estufa. Além disso, a maioria dos paises tém
recursos de biomassa disponiveis, ou pode desenvolver tal recurso, fazendo com que a
biomassa seja uma opcao de fornecimento de energia mais equilibrada em todo o0 mundo
(IEA, 2007).

O Brasil possui uma posicdo de destaque para o aproveitamento integral das
biomassas pelo fato de apresentar grande potencial de cultivo de matérias-primas
renovaveis, dispondo de vantagens tais como: intensa radiacdo solar; culturas agricolas
de grande extensdo; agua em abundancia; diversidade de clima e pioneirismo na producéo
de biocombustivel proveniente de biomassa (CGEE, 2010).

Por ser um pais com uma grande variedade de residuos agricolas e agroindustriais,
0 Brasil possui uma abundancia de matérias-primas lignoceluldsicas para producdo de
bioenergia, biocombustiveis e produtos quimicos. Dentre estes residuos destacam-se 0s
derivados das industrias de papel e celulose (sepilho e pinus), serrarias (serragem), usinas
de acucar e alcool (bagaco de cana) e, de um modo geral, unidades de producéo agricola
geradoras de residuos de culturas como a palha de cereais e de milho, cascas de arroz e
de aveia, sabugo de milho, dentre outros (RAMOS, 2000).

Segundo Tuck e colaboradores (2012), sdo gerados anualmente 2x10** toneladas
de residuos lignocelulésicos no mundo, oriundos principalmente de cascas de arroz e

bagaco de cana de agucar, com volumes anuais de 120 e 220 toneladas métricas (Mt),
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respectivamente. Um destino apropriado para esses residuos seria a produgdo de
combustiveis renovaveis, produtos quimicos e energia, mitigando desta forma uma série
de problemas relacionados a emissdo de gases causadores do aquecimento global e o
acumulo desses residuos no meio ambiente (FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

3.2 Estrutura da biomassa lignocelulésica

Todos os materiais de origem vegetal s&o compostos majoritariamente por trés
unidades principais: celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1), numa proporc¢éo geral de
40-50%, 20-30% e 10-25%, respectivamente (KERRISON et al., 2015). Essas trés
unidades sdo responsaveis por formar a parede celular das plantas, e sua proporcéo na
biomassa vegetal muda de acordo com o tipo de planta, parte do vegetal e condicGes
climaticas durante o seu crescimento. Células que formam os tecidos dos troncos e raizes
dos vegetais tendem a ser mais grossas, apresentando maior teor de lignina na sua
constituicdo, enquanto as células das folhas contém paredes celulares mais finas, com
menor concentragdo de lignina (HASUNUMA et al., 2012).

) Parede celular
/. da planta

5l Lignina

» Hemicelulose

Celulose

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura da matéria lignocelulosica (Adaptado
de VOLYNETS et al., 2016).

A celulose, considerado o biopolimero mais abundante na terra, corresponde a
maior parte da parede celular vegetal, e é a unidade encarregada do sustento e estrutura
das plantas (GAO et al., 2015). Possui uma estrutura cristalina formada por longas cadeias
de microfibrilas insollveis e lineares, composta por moléculas de glicose unidas por

ligagdes B(1,4). Essa estrutura confere a esta cadeia uma forma longa, fina e relativamente
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inflexivel, atribuindo rigidez e dificultando a acdo de enzimas nas regifes cristalinas
(KIM et al., 2013).

A hemicelulose € o segundo biopolimero mais abundante nas biomassas vegetais,
mas, diferentemente da celulose, ndo apresenta uma composicao bioquimica homogénea.
A composicao da cadeia principal da hemicelulose depende da origem da matéria-prima;
biomassas provenientes de cana-de-agucar, palhas e capins sdo formadas principalmente
por cadeias de xilanas, arabinanas e galactanas unidas por ligagdes B(1,4), apresentando
acido glucurénico como ramificacdo. Madeiras macias, como cedro e pinho, possuem
glucomanana como constituinte da hemicelulose (MICHALSKA et al.,, 2015). Na
estrutura vegetal, a hemicelulose tem funcgéo estrutural, assim como a celulose, atuando
na formacdo de ligacdes-cruzadas entre as cadeias de celulose, ligninas e proteinas da
parede celular (KIM et al., 2013).

A lignina, mais complexa unidade formadora da parece celular vegetal, é formada
por longas cadeias amorfas de mondmeros de fenilpropanoides. Durante o crescimento
vegetal, os mondmeros de fenolpropanoides séo liberados na parede celular em formacao,
sendo polimerizados ap06s sua imersdo na matriz polissacaridica, formando estruturas
responsaveis pelo transporte de liquidos, suporte para o crescimento vertical e prevencao

contra invasdes de patdgenos e estresse oxidativo (HASUNUMA et al., 2012).

3.3 Processo de desconstrucdo da biomassa lignocelulésica

Para que a biomassa lignoceluldsica possa ser utilizada como matéria-prima para
a producdo de produtos quimicos e biocombustiveis, é necessario que ocorra a separacao
dos componentes da parede celular. Nesta separacdo € imprescindivel uma etapa de pré-
tratamento, a qual contribui com as outras etapas do processo, promovendo o
afrouxamento da estrutura complexa da lignocelulose (celulose, hemicelulose e lignina),
tornando a celulose/hemicelulose mais acessiveis a hidrélise enzimatica ou quimica
(SOUSA et al., 2009). A figura 2 ilustra 0 que ocorre na materia lignocelulésica pela

influéncia do pré-tratamento.
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”~
Pré-tratamento 7

Figura 2- Afrouxamento da estrutura da biomassa lignocelul6sica causada pelo pré-
tratamento (SANTOS et al., 2012).

Vérias tecnologias de pré-tratamento estdo disponiveis hoje, as quais podem ser
dividas em quatro tipos: fisicos (moagem); fisico-quimicos (explosdo a vapor, explosao
de fibra de amoénia - AFEX); quimicos (hidrolise acida; hidrolise alcalina, ozonolise,
organosolv) e bioldgicos (microbianos ou enzimaticos). A escolha do tipo de pré-
tratamento utilizado dependerd, basicamente, da natureza do material a ser tratado, bem
como da finalidade do uso do hidrolisado (SUN et al., 2002).

Ap0s o pré-tratamento, a biomassa segue para a etapa de hidrolise, que consiste
na transformacéo da celulose e hemicelulose em monémeros de agUcares, por meio de via
acida ou enzimatica (AGUILAR et al., 2002).

O processo de hidrolise &cida emprega geralmente &cido sulfirico e acido
cloridrico em concentrag6es de 1-10% usando uma temperatura na faixa de 100 - 150°C,
para hidrolisar as cadeias de celulose e hemicelulose (BALAT et al., 2008). J& 0 processo
de hidrolise enzimatica utiliza um grupo de enzimas chamadas celulases, as quais operam
em condicdes de pH de 4 a 5 e temperatura na faixa de 40 a 60°C (CASTRO et al., 2010).
No entanto, a hidrélise acida vem sendo abandonada em substituicdo a hidrélise
enzimética, pois 0 processo com &cidos minerais necessita da utilizagdo de reatores
altamente resistentes a corrosdo e correcdo do pH para a etapa de fermentagdo (SOARES
etal., 2011).

Neste contexto, sabe-se que a hidrolise enzimatica € uma das etapas mais onerosas
no processo de desconstrucdo da parede celular vegetal, devido ao alto preco dos

coquetéis enzimaticos (BANSAL et al., 2009). E por esse motivo ha esfor¢os constantes
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em pesquisas que visam 0 aumento da eficiéncia do processo de hidrélise e a reducao dos
custos de producdo de enzimas, para obtencdo de um produto final economicamente
viavel (SUN et al., 2002).

Ap0s a hidrdlise da celulose/hemicelulose, os acucares obtidos nesta etapa podem
ser covertidos quimicamente ou enzimaticamente em varios outros produtos, como
etanol, &cidos organicos, enzimas, entre outros (PEREIRA et al., 2008).

Jaalignina, dependendo do tipo de pré-tratamento, pode ser usada para gerar calor
e energia para plantas industriais. A lignina pode ainda ser transformada para obter
produtos de alto valor agregado, tais como: fibras de carbono, emulsionantes,
dispersantes, sequestrantes, surfactantes, aglutinantes e aromaticos (LIGNIN
INSTITUTE, 2006).

3.4 Hidrodlise enzimética da biomassa lignocelulésica

Com a finalidade de hidrolisar a biomassa celuldsica sdo utilizados coquetéis
enzimaticos. Esses sdo compostos por diversas enzimas lignoceluloliticas. Séo elas:
Celobio-hidrolases, celodextrinases e [B-glicosidases (atuam na despolimerizacdo da
celulose); Endoxilanases e [-1,4-xilosidases (atuam na despolimerizacdo da
hemicelulose); Lacases e maganés peroxidases (atuam na despolimerizagdo da lignina)
(WESTERENG et al., 2013; PARISUTHAM et al., 2014). A atuacdo desses coquetéis
ocorre em um sinergismo idealizado, onde a a¢do conjunta dessas enzimas visa evitar a
formacdo de compostos inibidores para as demais, otimizando assim a quantidade de
acucares monoméricos obtidos ao final do processo (WESTERENG et al., 2013).

De modo a tornar o processo de conversdo enzimatica ainda mais eficiente
também vém sendo utilizadas enzimas auxiliares, ou proteinas nao-hidroliticas, as quais
atuam afrouxando a molécula de celulose (ARANTES et al., 2010).

Entre as proteinas ndo hidroliticas conhecidas por atuarem no afrouxamento de
microfibrilas da celulose estdo: as celobiose desidrogenases (CDH); os mddulos de
ligacdo a carboidratos (CBMSs); as expansinas; e as monoxigenases de polissacarideos
liticas dependentes de cobre (LPMOs) (FAVARO et al., 2013).

Celobiose desidrogenase (CDH) é uma enzima extracelular produzida por varios
fungos degradantes da madeira (HENRIKSSON et al., 2000). Sua atividade foi
descoberta ha quase 45 anos por Ulla Westermark e Karl-Erik Eriksson em dois fungos
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da podriddo branca: Trametes versicolor e Phanerochaete chrysosporium
(WESTERMARK et al., 1974). Possui atividade oxidativa, oxidando vérios aglcares
como celobiose, lactose e oligbmeros de glicose (SAHA et al., 2008). Os elétrons desta
reacao de oxidacdo sdo transferidos a aceptores de elétrons, como quinonas, citocromos,
radicais organicos, O molecular, ions Fe** e Cu*? (HENRIKSSON et al., 2000).

Modulo de ligagdo a carboidrato (CBM) é definido como uma sequéncia de
aminoacidos contida dentro de uma enzima com um discreto dobramento, o qual possui
atividade de ligagcdo a carboidrato (SHOSEYQV et al., 2006). Primeiramente foram
classificados como dominios de ligacdo a celulose (CBDs), devido aos primeiros
exemplos dessas proteinas terem sido encontrados ligados a celulose cristalina. Mais tarde
devido a descoberta de médulos que se ligavam também a outros carboidratos, foram
reclassificados com uma terminologia mais abrangente, no caso, modulos de ligacdo aos
carboidratos, para refletir a diversidade das possiveis ligacdes (PINHEIRO, 2009). Suas
principais funcbes sdo: concentragdo da enzima na superficie do substrato/efeito de
proximidade, seletividade pelo substrato e rompimento de substratos cristalinos via agao
ndo-hidrolitica (NOTENBOOM et al, 2001).

As expansinas foram descobertas primeiramente em plantas, mas ocorrem
também em amebas, mexilhdes, fungos e bactérias (KIM et al., 2014), e atuam
afrouxando as paredes celulares, permitindo assim o crescimento vegetal sem que haja o
rompimento da parece celular (ANDBERG et al., 2015). A atividade das expansinas foi
caracterizada pela primeira vez por McQueen-Mason e colaboradores (1992). Estudos
comprovaram a relacdo direta da superexpressdo de expansinas no crescimento e
desenvolvimento de plantas e no amadurecimento de frutos, visto a influéncia desta no
desenvolvimento e rompimento das ligacdes nao-covalentes entre as microfibrilas de
celulose (HUANG et al., 2000; CHOI et al., 2003; SAMPEDRO et al., 2005).

Anteriormente classificadas como GH61 e CBM33 no banco de dados CAZy, as
LPMOs séo enzimas que realizam a clivagem oxidativa de celulose, hemicelulose, amido
e quitina, atuando de forma sinérgica com celulases e outras hidrolases (QUINLAN et
al.,, 2011). A figura 3 mostra a acdo sinérgica dos diferentes grupos de enzimas na

degradacdo enzimatica da celulose.
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Figura 3- llustracdo esquematica da acdo sinérgica dos diferentes grupos de enzimas na
degradacédo enzimatica da celulose. EG (endoglucanase); CBH (celobio-hidrolase); CDH
(celobiose desidrogenase); CBM (modulo de ligacéo ao carboidrato); e GH61 (glicosideo
hidrolase 61). Os pontos de cor vermelha representam os agucares oxidados e as setas
indicam uma possivel consequéncia da acdo das GH61 (Adaptado de Horn et al., 2012).

Estudos prévios apontaram que, quando purificadas, as LPMOs nédo sdo capazes
de efetuar a hidrélise na cadeia celuldsica, sendo apenas capazes de aumentar a a¢éo de
enzimas celuloliticas por meio do seu mecanismo oxidativo (LANGSTONE et al., 2011,
HEMSWORTH et al., 2013). Por esta caracteristica, essa classe de proteinas foi
recentemente reclassificada no banco de dados do CAZy como Atividades Auxiliares
(AAs) das familias 9, 10, 11 e 13 (VAAJE-KOLSTAD et al., 2017).

As LPMOs tipo AA9 (classificada anteriormente como GH61) e AAll sdo
exclusivamente de origem flngica, ativas em celulose, oligossacarideos, hemiceluloses,
quitina e xilana; as LPMOs AA10 (classificada anteriormente como CBM33) sdo
encontradas em grande parte nos genomas bacterianos e séo ativas na quitina e celulose;
e AA13 sdo de origem fungica e ativas em derivados de amido (WALTON et al., 2016).

O mecanismo de reacdo das LPMOs ainda ndo é bem claro (VAAJE-KOLSTAD
et al., 2017), mas uma visdo compartilhada por varios pesquisadores é o sistema CDH /
LPMO, que demonstrou melhorar a degradacdo da celulose em combina¢do com
celulases em varios estudos (LANGSTONE et al., 2011; PHILLIPS, et al., 2011; HORN
et al.; 2012). Nessa reacdo proposta, CDH doa um elétron através do seu dominio de
citocromo para o cobre de tipo 2 no sitio ativo da LPMO. L4, o oxigénio é parcialmente
reduzido e ataca o anel de piranose das por¢des de glicose na posi¢do C-1 ou C-4,
desestabilizando assim a ligagéo glicosidica (LEVASSEUR et al., 2013).

A utilizacdo de LPMOs em sacarificacdo de biomassa ja foi reportada por diversos

autores. Langstone e colaboradores (2011) relataram aumento de 30% na converséo
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hidrolitica da celulose microcristalina comercial (Avicel) apos a adi¢do de LPMO de T.
aurantiacus (TaGH61A). Phillips e colaboradores (2011) apresentaram resultados
semelhantes a estes, analisando também o sinergismo da LPMO de T. Aurantiacus com
a celobiose desidrogenase (CDH) de N. crassa, alcancando um rendimento 2 vezes maior
na degradacéo de celulose comercial (Avicel). Outros estudos destacam a utilizacéo das
LPMOs ndo apenas no aumento da taxa de degradacéo de celulose, mas também como
aceleradores deste processo por meio de dois mecanismos: aumento da frequéncia de
terminais redutores e da descristalizacdo, assim como a diminuicdo da formacdo de
produtos inibitorios, normalmente gerados nas etapas de pré-tratamento (VERMAAS et
al., 2015).

3.5 Expressdo heteréloga em Komagataella phafii

Algumas espécies de levedura tém sido hospedeiras industriais para a producéao
de proteinas recombinantes, porque combinam as vantagens de organismos unicelulares
(isto é, facilidade de manipulacdo genética e rapido crescimento) com a capacidade de
realizar modificacGes pos-traducionais (CELIK et al., 2012).

A primeira levedura rotineiramente utilizada para a expressdo de proteinas
recombinantes foi Saccharomyces cerevisiae. No entanto, ao longo dos ultimos 23 anos,
Komagataella phafii tornou-se a levedura de escolha porque permite niveis mais elevados
de expressao de proteina recombinante do que S. cerevisiae (BRONDYK, 2009).

Durante a década de 1960, K. phafii foi avaliada como uma potencial fonte de
proteinas para ser utilizada como racdo animal (Single cell protein, SCP), por ser capaz
de utilizar metanol como Unica fonte de carbono (WEGNER, 1990; CEREGHINO et al.,
2000; KRAINER et al., 2012). Como o metanol pode ser obtido a partir do gas natural
metano, de forma relativamente barata, despertou assim o interesse da empresa Phillips
Petroleum Company, a qual foi a primeira a desenvolver meios e protocolos para cultivar
K. phafii em metanol em cultura continua a densidades celulares elevadas, com o intuito
de gerar fonte de proteina (CEREGHINO et al., 2000; MACAULEY-PATRICK et al.,
2005). Infelizmente os aumentos nos custos do gas metano (precursor do metanol)
durante os anos 70, devido as crises do petroleo, inviabilizaram a producéo de SCP pela
levedura K. phafii (CEREGHINO et al., 2000).
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Em 1980, com o desenvolvimento de técnicas moleculares para manipular
genomas de levedura, despertou novamente o interesse da empresa Phillips Petroleum,
que juntamente com a Salk Institute Biotechnology iniciaram um programa de pesquisa
para utilizar K. phafii como um hospedeiro de expressdo de proteina heteréloga
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

Desde seu desenvolvimento no inicio de 1970, a levedura metilotrofica K. phafii
tornou-se um dos sistemas mais amplamente estudados e utilizados na producéo e
secrecdo de proteinas heterdlogas por apresentar diversas caracteristicas vantajosas
(CREGG et al., 2000). Destaca-se pela velocidade, facilidade e rentabilidade com que
pode ser manipulada e propagada em comparagdo com 0s outros sistemas de expressao
eucarioticos (GURKAN et al., 2005); possui promotores rigorosamente regulados e
eficientes, tais como o do gene da alcool oxidase 1 (AOX1) (GURKAN et al., 2005;
CREGG et al., 2009); capacidade de executar complexas modificaces pds-traducionais
que incluem glicosilagdo, metilagcdo, acilacdo, formacdo de pontes dissulfeto e
processamento proteolitico (POTVIN et al., 2012); reside no status GRAS (generally
regarded as safe), portanto ndo apresenta riscos de toxicidade e patogenicidade
(WEINACKER et al., 2013; AHMAD et al., 2014); seu sistema de expressao esta
disponivel na forma de kits pela Invitrogen Corporation (MACAULEY-PATRICK et al.,
2005); permite cultivos a densidades celulares muito altas, por exemplo, 160 g/L de massa
seca das células, em meio de cultura simples e de baixo custo (SPADIUT et al., 2014).

A K. phafii € um sistema de expressao que apresenta promotores indutivos e
constitutivos. Dentre os indutivos destacam-se o promotor Prpr1 (formaldeido
desidrogenase), que é induzido pelo metanol e pela metilamina; Paox1 (alcool oxidase) e
PoHas (dihidroxiacetona sintase), os quais sdo induzidos pelo metanol. E entre os
constitutivos, tem-se o Pgcap (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e 0 Pok:
(fosfoglicerato quinase), os quais possibilitam simultaneamente a expressao da proteina
recombinante e o crescimento celular em meio contendo metanol, glicose ou glicerol
(POTVIN et al., 2012). No entanto o promotor AOX1 tem sido o mais amplamente
divulgado e utilizado de todos os promotores disponiveis para K. phafii (CEREGHINO
et al., 2000).

No genoma da Komagataella phafii existem dois genes que codificam para
proteina &lcool oxidase, 0 gene AOX1 e 0 AOX2. O gene AOX1 é o responsavel pela
maior parte da atividade da alcool oxidase na célula, enquanto o mesmo regula 85% da

atividade da alcool oxidase, 0 gene AOX2 regula os 15% restantes. E para que ocorra a
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ativacdo do gene AOX1 € necessario a inducdo de seu promotor por metanol e a
desrepresséo pela auséncia de outras fontes de carbono, como a glicose (CREGG et al.,
2000).

De acordo com a capacidade de metabolizar o metanol, K. phafii pode apresentar
trés fendtipos. O Mut™ (Methanol Utilization +) que possui genes AOX1 e AOX2 intactos,
sendo portanto capaz de consumir e crescer em metanol. O Mut® (Methanol Utilization
slow), que possui apenas o gene AOX2 intacto, apresentando desta forma uma reduzida
taxa de utilizacdo de metanol e crescimento. E 0o Mut (Methanol Utilization -), que é
deficiente em ambos os genes AOX, sendo assim inviaveis para o0 crescimento em
metanol (MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

O sistema de expresséo baseado na levedura K. phafii demonstrou ser um sucesso
como ferramenta de producédo de proteina recombinante em larga escala (CREGG et al.,
2000), sendo que a fermentacdo pode ser facilmente ampliada para atender a demandas
maiores, e pardmetros que influenciam a produtividade e a atividade da proteina, tais
como pH, aeragdo e taxa de alimenta¢do da fonte de carbono, podem ser controlados
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005). E por preferir um crescimento aerdbico, a
levedura K. phafii ndo é considerada uma forte fermentadora como S. cerevisiae, assim
0s produtos de fermentacdo como o etanol e o &cido acético ndo se acumulam
rapidamente, levando, portanto, mais tempo para atingir niveis téxicos a célula (CELIK
etal., 2012).

Outra caracteristica de destaque é a purificacdo simples de proteinas
recombinantes, a qual € possivel devido aos niveis relativamente baixos de proteinas
nativas secretadas no meio extracelular (CELIK et al., 2012). A inser¢do de um locus
codificante de uma cauda de histidina na terminacdo C ou N da enzima heter6loga é uma
tecnologia utilizada visando facilitar a purificacdo pela interacdo da histidina com a resina
de purificacdo, em geral pela interacdo desse aminoacido com ions bivalente carregados
positivamente na resina (EDWARDS et al., 2000).

No entanto, esse sistema, possui algumas desvantagens. O metanol, fonte de
carbono para a levedura K. phafii, € um produto altamente inflaméavel e torna-se perigoso
0 armazenamento de grandes quantidades. Outro fator limitante é que as proteinas
recombinantes secretadas podem ser degradadas proteoliticamente no meio de cultura por

proteases expressas durante o cultivo de K. phafii (POTVIN et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecdo de sequéncias codificadoras para monoxigenases de polissacarideos

bacterianas a partir de bancos de dados

Utilizando a base de dados de dominio publico CAZy (Carbohydrate-Active
enZYmes Database), e de literatura especifica, foram selecionados 6 genes codificadores
para enzimas monoxigenases de polissacarideos liticas (LPMOs) de diferentes bactérias.
Os critérios dessa selecdo foram: busca por familias de LPMOs com preferéncia de
atuacdo em celulose e hemicelulose; analise da biologia, ecologia e taxonomia das
espécies; andlises de patentes existentes e andlise de classificacdo de risco de
biosseguranca de bactérias conforme a ANVISA.

A sequéncia dos genes selecionados foi omitida deste documento, pois estéo
resguardadas por contratos de confidencialidade. Portanto os mesmos foram codificados
como: gene 1 (F1), gene 2 (F2), gene 3 (F3), gene 4 (F4), gene 5 (F5) e gene 6 (F6).

4.2 Estratégia de clonagem

A base de dados de dominio publico NCBI (National Center for Biotechnology
Information) foi utilizada para obter as sequéncias proteicas e nucleotidicas dos genes
selecionados (item 4.1). Apds analise in silico, a sequéncia do peptideo sinal nativo para
secrecdo das proteinas foi retirada dos genes selecionados, uma vez que se optou por
utilizar a sequéncia sinal de secre¢do (denominado a-factor, nativa de Saccharomyces
cerevisiae) existente no vetor de K. phafii, pPICZaA (Life Technologies) (Figura 4).

Apds a remocdo dessas sequéncias, foi necessario fazer andlise destes genes
modificados, de forma a garantir a integridade da janela de leitura (in frame) das
construgdes apos a subclonagem no vetor final (pPICZaA). Nesta etapa, também foram
inseridos dois sitios de restricdo: um para a enzima Eco RI (extremidade 57) e outro para
Xba | (extremidade 3).
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As construcdes foram analisadas utilizando o programa Geneious verséo 7.1.8., e
dois nucleotideos foram adicionados antes do sitio da enzima de restrigdo Xba I, com o
objetivo de manter as construgdes na janela de leitura correta (in frame).

As sequéncias foram otimizadas na plataforma GeneAurt (Life Technologies) para
expressao em K. phafii. Todas as constru¢fes foram enviadas para sintese em empresa

especializada, a Life Technologies.
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Figura 4 - Mapa do vetor pPICZoA para a expressdo em Komagataella phafii.

4.3 Transformacdo dos plasmideos contendo os genes das LPMOs bacterianas em

Escherichia coli

4.3.1 Preparo de células de Escherichia coli eletrocompetentes

Apos a selecdo dos genes de LPMOs (item 4.1), iniciou-se 0 processo de
transformacédo bacteriana. Para realizar essa transformacéo, células de E. coli, cepa
DH10B (Invitrogen), eletrocompetentes, foram preparadas a partir do protocolo adaptado

descrito por Sambrook & Russell (2001) e encontra-se descrito a seguir:
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Uma coldnia de E. coli, cepa DH10B, obtida pelo método de estria em placa, foi
inoculada em 10 mL de meio LB (em %: triptona — 1, extrato de levedura — 0,5 e NaCl
1,0, pH 7) por 16-20 h sob agitacdo de 200 rpm a 37°C. Uma aliquota de 5 mL deste pré-
inoculo crescido overnight foi inoculado em 200 mL de meio LB e incubado sob as
mesmas condic¢des do pré-inoculo, até que fosse atingida uma densidade optica (DOsoonm)
entre 0,4 e 0,6. Depois de atingir essa concentracao ideal, as células foram mantidas no
gelo por 30 min com posterior centrifugagdo a 1500 x g por 25 min a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em 25 mL de uma solucéo aquosa de glicerol 10%
gelado. As bactérias foram novamente centrifugadas, mas desta vez a 2000 x g por 15
min a 4°C e o pellet foi ressuspendido em 15 mL de glicerol 10%. Essa etapa de
centrifugacgéo foi repetida mais uma vez e o pellet novamente ressuspendido em 500 pL
de glicerol 10% gelado. Aliquotas contendo 50 pL de células competentes foram feitas e
estocadas a -80°C até a sua utilizacéo.

Para o teste de competéncia das células DH10B utilizou-se o protocolo para
eletroporagdo adaptado de Sambrook & Russell (2001), o qual encontra-se descrito a
sequir:

Algumas aliquotas de células competentes foram descongeladas lentamente em
banho com gelo. Logo apds foi adicionado 0,1 ng do vetor comercial pUC19 (Invitrogen)
em uma aliquota de 50 uL de célula competente e transferiu-as para uma cubeta de
eletroporacdo. Essas células foram submetidas a um pulso elétrico nas seguintes
condigdes: 1,8 kV, 200 Q e 25 uF. Imediatamente apo6s o pulso, adicionou-se 800 pL de
meio SOC (triptona — 2%, extrato de levedura — 0,5%, NaCl — 10 mmol/L, KCI — 2,5
mmol/L, MgCl>— 10 mmol/L e glicose — 20 mmol/L) na cubeta para remover as células,
as quais foram transferidas para novo tubo e incubadas a 37°C por 1 h, sob agitacdo de
200 rpm. Ap0s esse periodo foram plaqueados 100 pL das células transformadas em meio
LB-4gar (em %: triptona — 1,0, extrato de levedura — 0,5, NaCl — 1,0 e agar bacterioldgico
— 1,5, pH 7) contendo o antibiético de selecdo, no caso, ampicilina (100 pg/mL), X-Gal
(80 pug/mL) e IPTG (0,5 mM). As placas foram incubadas a 37°C por aproximadamente
16 h, até a obtencdo de colbnias.

A eficiéncia da transformacéo das células competentes foi realizada calculando o
valor de UFC/ug de DNA, que é obtido pela divisdo do numero de col6nias crescidas na
placa (UFC — Unidades Formadoras de Col6nias) pela quantidade de microgramas (j.g)

de DNA utilizado na transformacéo.
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4.3.2 Transformacéo de Escherichia coli por eletroporacao

Os 6 genes selecionados (item 4.1), sintetizados pela empresa Life Technologies,
foram ressuspendidos em 50 pL de Tampdo de Eluicdo (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HClI,
pH 8,0) e armazenados a -20°C em uma concentracdo estoque de 100 ng/uL.

Para a transformacdo de E. coli, o0 DNA estoque foi diluido para uso na
concentracdo de 10 ng/uL e o protocolo utilizado para eletroporacdo foi adaptado de
Sambrook & Russel (2001): algumas aliquotas de células competentes foram mantidas
em gelo até que estivessem descongeladas. Logo apos adicionou-se 2 pL de DNA, na
concentracdo de 10 ng/uL, a cada 50 pL de célula DH10B competente. Essa mistura foi
transferida para uma cubeta de eletroporacdo, a qual foi submetida a um pulso elétrico na
condi¢do padrao do eletroporador (BioRad): 1,8 kV, 200 Q e 25 pF. Imediatamente apds
0 pulso, adicionou-se 800 pL de meio SOC na cubeta para remover as células, as quais
foram transferidas para um novo tubo e incubadas a 37°C por 1 h, sob agitacédo de 200
rpm.

Em placas de petri com meio LB-&gar contendo Zeocina (25 pug/mL) plaqueou-se
100 pL de meio contendo as células transformadas. As placas foram incubadas em estufa
a 37°C por 16 a 20 h.

4.3.3 Extracdo de DNA plasmidial

Colbnias de E. coli transformadas, crescidas em placa de petri foram inoculadas
em 3 mL de meio LB contendo Zeocina (25 pg/mL) e incubadas a 37°C por 16-20 h, sob
agitacdo de 200 rpm, para obtencdo de células para a extracdo de seu DNA plasmidial. A
extracdo foi realizada utilizando-se o kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific), segundo instruc6es do fabricante.

Aliguotas do DNA extraido foram analisadas por eletroforese em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo (10 mg/mL) em Tampéao de corrida TAE1X (Thermo

Scientific) e visualizados sob luz UV.
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4.3.4 Digestdo de DNA plasmidial com enzimas de restricao

Para confirmar se as construcdes realizadas no item 4.3.2 continham o gene de
interesse, 0 DNA plasmidial extraido no item 4.3.3 foi analisado por padréo de restricéo,
utilizando os sitios de restricdo selecionados para a sintese das sequéncias (Eco RI na
extremidade 5°e Xba I na extremidade 3"). As digestdes, foram realizadas utilizando os
seguintes reagentes: tampédo — Promega, 50 ng/uL de DNA, Eco RI 15 U/uL - Invitrogen,
Xba | 12 U/uL - Promega e &gua destilada para um volume final de 10 pL.

Os reagentes foram entdo misturados e as reaces foram incubadas em estufa a
37°C por 16-20 h. A analise foi feita com uma aliquota do material digerido em gel de

agarose 1% (conforme descrito no item 4.3.3).

4.4  Transformacao dos plasmideos contendo os genes das LPMOs bacterianas em

Komagataella phafii

4.4.1 Preparacdo do DNA plasmidial para transformacdo de Komagataella phafii por

eletroporagéo

Apos a confirmacdo das construcBes por padrdo de restricdo (item 4.3.4), as
colonias transformadas de E. coli foram inoculadas em 20 mL de meio LB contendo 25
pug/mL de Zeocina. A extracdo de DNA foi realizada utilizando kit comercial QIAGEN
Plasmid Midi Kit (Qiagen), obtendo-se quantidade suficiente de DNA (5 a 10 pg) para
linearizar e purificar os plasmideos para a transformacdo em K. phafii. Segundo
instrucdes do fabricante do kit utilizado para a transformacdo (EasySelect™ Pichia
Expression Kit - Invitrogen), esta linearizacdo € necessaria para que ocorra a integracao
do gene de interesse no genoma da levedura. As enzimas que podem ser utilizadas para
linearizar o vetor pPicZaA sdo Pme I, Bst Xl e Sac I.

Uma analise in silico das sequéncias foi realizada, utilizando a ferramenta online
NEBcutter V2.0, para verificar se existia apenas um unico sitio de restri¢do para essas
enzimas. Dessa forma, a enzima selecionada para linearizar esses clones foi a Sac |

(Invitrogen), com excecao do plasmideo contendo o gene 2 (F2), que foi linearizado com
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Pmel (Thermo Scientific), pois apresentou um Unico sitio de restricdo. Portanto, os
reagentes utilizados para as restrigdes dos plasmideos contendo os genes 1 (F1), 3 (F3),
4 (F4), 5 (F5) e 6 (F6) foram os seguintes: tampéo Sac | 10X, 3-5 pg de DNA, Sac | 10
U/uL e agua destilada para um volume final de 100 pL. Ja para a restricdo dos plasmideos
contendo o gene 2 (F2) os reagentes foram: tampdo FastDigest 10X, 3-5 ug de DNA, Pme
I 10 U/pL e &gua destilada para um volume final de 100 pL.

Os reagentes foram misturados e as rea¢des foram incubadas em estufa a 37°C por
16-20 h. Apods este periodo foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%
(conforme descrito no item 4.3.3), para confirmar a linearizacéo dos plasmideos. Dada a
confirmacdo da linearizacdo, os plasmideos linearizados foram entdo purificados por
precipitacdo com etanol de acordo com o protocolo de Sambrook & Russell (2001), o
qual encontra-se descrito a seguir:

Primeiramente foi adicionado 1/10 do volume de acetato de sddio 3 mol/L e 2,5
vezes 0 volume de etanol em cada tubo de plasmideo linearizado, os quais foram
misturados e incubados por 1 h a -80°C. Depois as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 12000 x g, lavadas com 1 mL de etanol 70% e secas em concentrador de
amostra a vacuo por 3 min. Essas amostras foram ressuspendidas em 10 pL de agua

destilada, pois este é o volume utilizado na transformacao.

4.4.2 Preparacdo de células de Komagataella phafii eletrocompetentes

Para iniciar o processo de transformacdo dos plasmideos contendo os genes das
LPMOs bacterianas em K. phafii, foram preparadas células eletrocompetentes da
levedura. O protocolo utilizado para o preparo de células de K. phafii, linhagem X-33 do
tipo selvagem, eletrocompetentes, foi adaptado do manual EasySelect™ Pichia
Expression Kit e encontra-se descrito a seguir:

Uma unica colénia de K. phafii, linhagem X-33 do tipo selvagem, crescida em
placa contendo o meio YPDS (extrato de levedura — 1,0%, peptona — 2,0%, glicose —
2,0%, sorbitol — 1 mol/L e agar — 2,0%) foi inoculada em 10 mL de meio YPD (em %:
extrato de levedura — 1,0, peptona — 2,0 e glicose — 2,0) e incubada a 28°C, 250 rpm, por
20 h. Apos este periodo, uma aliquota de 1 — 3 mL deste pré-inoculo crescido overnight
foi inoculado em 200 mL de meio YPD e incubado sob as mesmas condicdes anteriores,

até que fosse atingida uma ODsoonm entre 1,3 e 1,5. Quando o indculo atingiu o
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crescimento esperado, as células foram entdo centrifugadas quatro vezes nas mesmas
condicBes: 1500 x g por 5 minutos a 4°C. Na primeira centrifugacdo as células foram
decantadas e o pellet ressuspendido em 200 mL de dgua mili-Q estéril gelada; na segunda,
o pellet foi ressuspendido em 100 mL de agua mili-Q estéril gelada; na terceira, em 20
mL de sorbitol 1 mol/L gelado e na ultima centrifugacao as células foram ressuspendidas
em 1 mL de sorbitol 1 mol/L gelado.

Aliquotas contendo 80 pL de células competentes foram feitas e mantidas no gelo

até a realizacdo da transformacdo de K. phafii.

4.4.3 Transformacdo de Komagataella phafii por eletroporacéo

Ap0s o preparo de células eletrocompetentes (item 4.4.2), iniciou-se 0 processo
de transformacao dos plasmideos contendo os genes das LPMOs bacterianas em K. phafii.
Foi utilizado 10 puL de amostra com aproximadamente 5 g de DNA linearizado, o qual
foi misturado as células competentes, obtidas no item 4.4.2. A mistura foi colocada em
cubetas e incubada por 5 min no gelo. A eletroporacdo foi realizada com o0s seguintes
parametros: 1500 V, 25 uF, 400 Q. Imediatamente ap6s o choque foi adicionado 1 mL de
sorbitol gelado na cubeta e o conteudo transferido para um tubo estéril tipo Falcon de 15
mL. Seguiu-se incubacdo a 30°C, sem agitacdo, por 2 h. Apds esse periodo foram
plaqueados 100 pL de material de cada transformagdo em YPDS contendo 100 pg/mL de
Zeocina. O restante do material da transformacéo foi centrifugado a 3000 x g por 5 min
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas
com 100 pL de sorbitol 1 mol/L gelado e plaqueadas em placas de YPDS contendo 100
pg/mL de Zeocina, as quais foram incubadas por 4 a 5 dias a 30°C.

4.4.4 1solamento do DNA genémico de Komagataella phafii

Para analisar as col6nias transformantes por PCR foi necessario realizar o
isolamento do DNA genémico dos transformantes, o qual seguiu o protocolo adaptado do

manual EasySelect™ Pichia Expression Kit.



33

Colonias de leveduras transformantes, obtidas da transformacao por eletroporagéo
foram inoculadas em meio YPD contendo Zeocina a 100 pg/mL. Os in6culos cresceram
overnight a 30°C sob agitagéo de 250 rpm.

Depois do crescimento, 200 pL de cultura foi transferido para tubos de 1,5 mL
contendo aproximadamente 0,5 mg de glass beads de 0,5 mm. Foram adicionados as
células 2 uL de solucéo de liticase (500 pg/mL), incubando-se por 1 h a 37°C. As células
foram entdo agitadas em vortex e incubadas por 30 min a -80°C. Em seguida, foram
aquecidas a 90°C por 10 min, novamente agitadas em vortex e centrifugadas a 3000 x g
por 1 min. O sobrenadante (aproximadamente 50 uL) foi transferido para um novo tubo

e estocado a uma temperatura de -20°C para posterior uso em PCR.

4.4.5 Confirmacdo da inser¢do das construcdes génicas no genoma de Komagataella

phafii

Para confirmar se os genes de interesse haviam se integrado no genoma da K.
phafii, o DNA gendmico proveniente da lise das leveduras (item 4.4.4) foi diretamente
utilizado como molde em reacGes de PCR (polymerase chain reaction). Para tanto, foram
utilizados primers especificos que flanqueiam as regifes 5°e 3" do promotor AOX1, o qual
é responsavel pela maior parte da atividade alcool oxidase da célula.

Cada reacdo de PCR continha: 1X de 10X Reaction Buffer (Invitrogen), 3,7
mmol/L de MgCly, 0,2 mmol/L de dNTPs 10 mmol/L (Invitrogen), 0,8 mmol/L de primer
5"A0X1 Forward, 0,8 mmol/L de primer 3"’AOX1 Reverse, 5-20 ng de DNA, 1,0 U de
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen) e agua destilada para um volume final de 25
ML.

Para a amplificagdo, foi feita uma desnaturagdo inicial a 95°C por 3 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento do primer a
54°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 4 minutos. A extensdo final foi a 72°C por
10 minutos.

Apos amplificado, o fragmento foi confirmado por eletroforese em gel de agarose

1%, nas mesmas condicOes descritas no item 4.3.3.



34

45 Expressdo de LPMOs bacterianas em Komagataella phafii

4.5.1 Indugéo por metanol dos clones transformados de Komagataella phafii

Confirmada a insercdo dos genes no genoma de K. phafii (item 4.4.5), o processo
de expressdao da enzima foi iniciado. Uma coldnia isolada de cada construcdo foi
inoculada em 25 mL de meio BMGY (extrato de levedura—1,0%, peptona— 2,0%, fosfato
de potéassio — 100 mmol/L, YNB — 1,34%, biotina — 4x10°% e glicerol — 1,0%) em
Erlenmeyer estéril de 250 mL e incubada a 30°C e 200 rpm, até atingir uma DOgoonm de
2 a 6 (aproximadamente 16-18 horas). Ao mesmo tempo, foi utilizado como controle da
expressao e de background um clone de K. phafii transformado com vetor pPicZaA sem
inserto.

As células foram entdo centrifugadas a 1500 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente e ressuspendidas em 50 mL de meio BMMY (extrato de levedura — 1,0%,
peptona 2,0% fosfato de potassio — 100 mmol/L, YNB — 1,34%, biotina — 4x10°% e
metanol — 0,5%), obtendo-se uma DOgoonm final de 1,0. Essas células foram transferidas
para novos Erlenmeyers estéreis de 250 mL, e novamente incubadas a 30°C sob agitacéo
de 200 rpm.

A cada 24 horas, foi adicionado metanol absoluto (Sigma-Aldrich) a uma
concentracéo final de 0,5% (ou seja, 250 pL), para manter a indugdo dos transformantes.
Durante 72 horas de inducéo, as células foram coletadas em 4 tempos (0, 24, 48 e 72
horas). Em cada tempo, foram coletados 1 mL de cada cultura, os quais foram
centrifugadas a 1500 x g por 5 min, e o sobrenadante foi transferido para outro tubo. Tanto
o pellet quanto o sobrenadante foram armazenados a -80°C para posterior analise da
expressao das proteinas por SDS-PAGE e western blot.

4.5.2 Anélise da expressdo das proteinas recombinantes em Komagataella phafii por

SDS-PAGE e western blot.

Para analisar a expresséo das proteinas, ao final de 72 horas de indugéo, 50 pL de
cada sobrenadante armazenado a -80°C foi aliquotado em tubos de 1,5 mL, onde foi
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adicionado 50 pL do tampao de amostra com B-mercaptoetanol (Tris-HCI — 125 mM,
glicerol — 20%, SDS — 4%, azul de bromofenol — 0,01% e B-mercaptoetanol - 1%). Todas
as amostras foram submetidas a temperatura de 100°C por 5 min, para que ocorresse a
desnaturacdo das proteinas.

A seguir, os sobrenadantes foram avaliados por eletroforese em gel desnaturante
de poliacrilamida 12%, conforme Sambrook & Russell (2001). Apenas 10 pL do
sobrenadante das amostras foram aplicados no gel, que foi feito em duplicada, pois um
foi corado com Coomassie Blue e o outro foi utilizado para o western blot.

Os regentes e volumes do gel desnaturante de poliacrilamida 12% esta descrito na
Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes e respectivos volumes para a preparagdo do gel desnaturante de
poliacrilamida 12%.

Reagentes Gel concentrador 4% *Gel separador 12%
Agua 3,5mL 3,6 mL
Acrilamida/Bis 30% 650 uL 8 mL

*Tris HCI 1,0 mol/L, pH 6,8 | 1,25 mL 5mL

SDS 10% 50 uL 200 pL

APS 10% 50 uL 200 pL

TEMED 5uL 8 uL

*Para o gel separador, utiliza-se o Tris-HCI 1,5M, pH 8,8

Apbs eletroforese em gel de poliacrilamida, um dos géis foi corado em Coomassie
Brilliant Blue R-250 (em %: Azul de Coomassie R-250 — 0,25, metanol — 50 e acido
acético — 10) por 24 horas e descorado com solugdo descorante (em %: metanol — 30,
acido acético — 10 e agua destilada — 60) para ser revelado. O outro gel foi transferido
para membrana de nitrocelulose (Axiva), onde foi feita a imunomarcacéo.

A transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana foi feita
utilizando o equipamento Semidry Electrophoblotter (Thermo Scientific). O gel, a
membrana de nitrocelulose e quatro papéis de filtro foram incubados por 10 min no
tampdo de transferéncia (Tris-base — 0,025 mol/L, glicina — 0,192 mol/L, metanol — 20%
e dgua destilada — 80%). Em seguida, montou-se o sanduiche, colocando-se dois papéis
filtro, o gel, a membrana, e mais dois papéis filtro sobre a membrana. Para a transferéncia

foi utilizada uma corrente de 10 V e amperagem de 120 mA por 40 min. Para conseguir
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visualizar a transferéncia das proteinas, foi utilizado marcador pré-corado Color Protein
Standard Broad Range (NEB). Uma vez que se o marcador foi transferido, subentende-se
que as proteinas também foram.

Ap0s a transferéncia, a membrana foi bloqueada em solucéo de PBS 1X (NaCl —
137 mmol/L, KCI — 2,7 mmol/L, Na2HPO4 — 10 mmol/L, KH2PO4 — 10 mmol/L, pH 7,4)
e leite em pé desnatado 3% por 16-20 h a 4°C.

Para a imunomarcacdo, foi utilizado o anticorpo primario anti-HIS Tag (GE
LifeScience), na diluicdo 1:3000 em PBS 1X com leite em p6 desnatado a 3%, que foi
colocado sobre a membrana permanecendo em agitacdo por 2 h. A membrana foi
devidamente lavada (3 lavagens de 5 minutos cada) com PBS-Tween 0,1% e incubada,
por mais 1 h em agitacdo com o anticorpo secundario Anti-mouse IgG, conjugado a
peroxidase (Sigma), na diluicdo 1:5000. Apos a lavagem da membrana com PBS-Tween
0,1%, (3 lavagens de 5 minutos cada), a mesma foi revelada misturando-se 66 UL de NBT
(Nitro-blue-tetrazolium) com 33 pL de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate)
(Promega), em 10 mL de tampé&o alcalino de revelagdo (Tris-HCI- 0,1 mol/L, NaCl - 0,1
mol/L e MgCl. - 50mM, pH 9,5). A membrana foi incubada no escuro, sob agitacéo, por

10 minutos, para sua posterior revelacao.

4.6 Purificacdo da LPMO de Thermobifida fusca YX recombinante produzida em

Komagataella phafii

Apbs confirmada a expressdo da proteina (item 4.5.2), o experimento de
purificacdo foi iniciado. No ultimo tempo de inducdo, 72 horas, a cultura foi coletada e
centrifugada a 10.000 rpm por 20 min antes de sua aplicacdo na coluna de niquel
(HisTrap™ HP, 5 mL- GE Healthcare), utilizando o equipamento para purificagdo da
proteina, AKTA™ pure (GE Healthcare).

A amostra previamente centrifugada foi injetada na coluna de niquel por meio do
lopping de 150 mL do equipamento. A coluna de niquel foi lavada com 3 a 5 volumes da
coluna (CV) de agua miliQ, para retirada do etanol 20% em seu interior, pois a mesma é
armazenada com este reagente. Em seguida, a coluna foi previamente equilibrada com
tampado de ligacédo (fosfato de sddio — 20 mM e NaCl — 0,5 mol/L). O processo de injecao

foi conduzido com fluxo de 5 mL/min. Apds a injecdo da amostra, lavou-se a coluna com
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tampédo de ligacao até que a absorbancia (280 nm) se estabilizasse. As proteinas foram
eluidas da coluna no tampé&o de eluicdo (fosfato de s6dio — 20 mM, NaCl — 0,5 mol/L e
imidazol — 0,5 mol/L) por gradiente linear de imidazol (6%, 50% e 100%), com fluxo de
5 mL/min. As fracdes da proteina eluida foram analisadas em gel desnaturante de

poliacrilamida 12% e western blot, conforme procedimento descrito no item 4.5.2.

4.7 Producdo da LPMO de Thermobifida fusca YX recombinante em biorreator e

em Erlenmeyers

Para avaliar e comparar 0 comportamento e 0s niveis de expressdo da LPMO
recombinante, o cultivo foi realizado em diferentes tipos de frascos e volumes. Para o
preparo do pré-indculo, uma colénia isolada K. phafii transformada com o gene de
Thermobifida fusca YX foi inoculada em 100 mL de meio BMGY em Erlenmeyer
haletado estéril de 1L e incubada em agitador orbital a 30°C e 250 rpm, até atingir uma
DOsoonm de 2 a 6 (aproximadamente 16-18 horas).

As celulas foram entdo centrifugadas a 1500 x g por 5 min a temperatura ambiente
e ressuspendidas em 50 mL de meio BMMY, obtendo-se uma DOgoonm final de 5. Essas
celulas foram transferidas para trés distintos frascos: o biorreator de 1L (DASGIP®
Bioblock- Eppendorf) com 300 mL de meio BMMY, o Erlenmeyer de 250 ml com 50
mL de meio e um Erlenmeyer de 1000 mL com 200 mL. Depois disso, todos o0s frascos
foram novamente incubados a 30°C sob agitacdo de 200 rpm.

A cada 24 horas, foi adicionado metanol absoluto (Sigma-Aldrich) a uma
concentracdo final de 0,5% do volume de meio, para manter a indugdo dos
transformantes. Durante 120 horas de inducdo, as células foram coletadas em 9 tempos
(0, 24, 48, 60, 72, 84, 96, 108 e 120 horas). Em cada tempo, foram aliquotados 500 pL
de cada cultura para acompanhar o crescimento celular e realizar a determinacéo do pH.
O tempo 0 e 120 horas foram utilizados para determinar a viabilidade celular. Outros 500
pL foram aliquotados de cada cultura e centrifugados a 1500 x g por 5 min. Tanto o pellet
quanto o sobrenadante foram armazenados a -80°C para posterior quantificacdo de
leveduras e expressao das proteinas por SDS-PAGE e western blot, conforme protocolo

descrito no item 4.5.2.
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4.8 Metodologias de analise

4.8.1 Crescimento microbiano e pH

Para 0 acompanhamento do crescimento microbiano e determinacdo do pH, foram
utilizadas aliquotas de todos os tempos de inducéo. A leitura de absorbancia das amostras
previamente diluidas (100 vezes), foi feita atraves de um espectrofotdmetro a 600 nm,
determinando assim a densidade dptica do crescimento celular, que foi multiplicado pelo
seu fator de diluigdo, no caso 100 vezes. J& o pH foi medido por meio de fitas indicadoras
de pH.

4.8.2 Viabilidade celular

Para determinacdo da viabilidade celular analisou-se aliquotas do tempo 0 e 120
horas utilizando a camara de Neubauer, considerando a leitura de células vidveis e ndo
viaveis. A amostra foi diluida 100 vezes, desta aliquotou-se 1 mL e adicionou mais 1 mL
da solucéo de eritrosina em tampao fosfato 0,1 mol/L. Com o auxilio de um microscopio
realizou-se entdo a contagem de células viaveis, as quais apresentavam aspecto
translicido e as células invidveis, que apresentavam coloracdo rdsea, nos quatro
quadrantes laterais da cAmara de Neubauer. A formula descrita abaixo foi utilizada para

calcular a viabilidade celular:

, ., . ' d dlul iavei
% de células viaveis = 2o &€ s PEPE 100

total de células contadas

4.8.3 Quantificacdo de proteinas

Apos o processo de producdo da LPMO de Thermobifida fusca Y X, foi realizada
a determinacdo da quantidade de proteinas utilizando &cido bicinconinico — BCA,
seguindo as instru¢des do manual do kit da Thermo Scientific- Pierce® BCA — Protein
Assay Kit.

Primeiramente preparou-se 0s pontos da curva padréo utilizando as concentracfes

de 0,05 a 2,0 mg/mL, a solucdo padrdo de albumina de soro bovino (BSA) 2 mg/mL e a
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solucdo tampdo citrato de sdédio 0,1 mol/L como diluente. Essas amostras foram
homogeneizadas e suas absorbancias lidas em espectrofotdmetro a 562 nm.

Para determinacdo das proteinas foram utilizadas todas as amostras das inducdes
do biorreator de 1L, Erlenmeyer de 250 mL e 1000 mL, de todos os tempos (0 a 120h).
Foram aliquotados 25 pL de cada amostra previamente diluida (100 vezes) em microplaca
e adicionou a cada pogo 200 pL do reagente do Kit. A microplaca contendo as amostras
foi agitada por 30 segundos; incubada a 37°C por 30 min e logo ap6s o seu resfriamento

foi feita a leitura no espectrofotbmetro a 562 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Expressdo de LPMOs bacterianas recombinantes em Komagataella phafii

Seis sequéncias génicas codificadores para possiveis enzimas monoxigenases de
polissacarideos liticas (LPMOs), gene 1 (F1), gene 2 (F2), gene 3 (F3), gene 4 (F4), gene
5 (F5) e gene 6 (F6), foram obtidos por mineracédo a partir da base de dados de dominio
publico CAZy e clonados em vetor pPICZaA (Life Technologies). Apos a sua sintese,
foram transformados em bacteéria E. coli. Para tanto, células eletrocompetentes de E.coli,
cepa DH10B (Invitrogen), foram preparadas, resultando em uma eficiéncia de 2,86x108
UFC/ug de DNA. Segundo Pope e Kent (1996), uma boa eficiéncia deve apresentar
valores entre 10° e 10'° UFC/ug de DNA (ZAHA et al., 2014), o que significa que as
células competentes obtidas neste trabalhos podem ser consideradas eficientes para
transformacéo.

Células de E. coli, cepa DH10B, foram transformadas com os 6 genes por
eletroporacdo. Os clones obtidos foram cultivados e submetidos a extracdo de DNA
plasmidial e, posterior digestdo com enzimas de restri¢cdo para confirmacao da presenca
dos genes esperados.

O resultado da extracdo de DNA plasmidial, assim como da restricdo com enzimas
Eco Rl e Xba I, pdde ser visualizado por meio da eletroforese em gel de agarose (Figura
5). Apos a digestdo do DNA com as enzimas Eco Rl e Xba | podemos observar
fragmentos de DNA correspondentes ao vetor (~3000 pb) e outros fragmentos de DNA
correspondentes aos genes clonados (~500 pb), confirmando que os plasmideos possuem

0 gene de interesse.
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Figura 5 - Extragao de DNA plasmidial (Mini prep) dos genes de origem bacteriana € o
padrdo de DNA plasmidial digerido com as enzimas de restricdo Eco Rl e Xba 1. As setas
indicam o tamanho dos fragmentos de DNA esperados. M - Marcador de tamanho
molecular GeneRuler 1 Kb DNA Ladder.

Para dar inicio ao processo de transformacdo de K. phafii, as seis diferentes
construcdes génicas foram linearizadas com enzimas especificas, Pme | para o gene 2
(F2) e Sac | para os demais genes. Segundo instruc@es do fabricante do kit utilizado para
a transformacdo (EasySelect Pichia Expression Kit - Invitrogen), esta linearizagdo é
necessaria para que ocorra a integracdo do gene de interesse no genoma da levedura, além
de afetar positivamente na estabilidade das coldnias clonadas, uma vez que esta depende
do sitio de linearizacdo o qual deve ser bem determinado (STUCHBURY et al., 2010).

As construces génicas tratadas com suas respectivas enzimas de restricdo
(linearizados) apresentaram migracdo eletroforética distintas dos néo tratados
(circulares), conforme a Figura 6. Isso ocorre devido & conformagdo do DNA linearizado,
guanto menos condensada a molécula de DNA, mais lenta serd sua migracdo no gel de
agarose, causando atraso na migracdo. Ja fragmentos de DNA circulares fechados
(integros) tem capacidade de migrar mais rapidamente, por se tratarem de moléculas mais
compactas ou condensadas. Essa diferenca na migracéo eletroforética indica a ocorréncia

da linearizacdo da molécula.
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F1 linearizado
. F2 linearizado
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Figura 6 - Plasmideos digeridos (linearizados) e integros (circulares), respectivamente.
Em (A) pogo 1 e 2: gene 1 (F1); (B) pogo 1 e 2: gene 2 (F2), pogo 3 e 4: gene 3 (F3); (C)
pogo 1 e 2: gene 4 (F4); poco 3 e 4: gene 5 (F5) e pogo 5 e 6: gene 6 (F6); M- Marcador
de tamanho molecular GeneRuler 1 Kb DNA Ladder.

Os plasmideos linearizados foram inseridos em células eletrocompetentes de
Komagataella phafii, linhagem X-33 do tipo selvagem, por eletroporacéo.

Feita a selecdo dos transformantes, os mesmos foram cultivados em meio YPD
para a extracdo do seu DNA gendmico. Esse DNA proveniente da lise das leveduras foi
utilizado para confirmacao por PCR da inser¢éo dos genes no genoma da K. phafii. Nessa
amplificacdo foram obtidos clones apresentando fendtipo Mut+ nos 6 genes, conforme
Figura 7.

De acordo com o manual EasySelect™ Pichia Expression Kit, quando o padrio
de amplificacdo ¢ Mut™ devem ser visualizados dois fragmentos ap6s a PCR: um de
aproximadamente 2200 pb, que corresponde ao gene AOX1, e o outro do tamanho do
gene de interesse mais 588 pb (no caso do vetor pPICZaA), provenientes do vetor. Este
padrdo é responsavel pela capacidade da linhagem selvagem de K. phafii metabolizar
metanol como Unica fonte de carbono. Dessa forma, linhagens que contém o gene
promotor AOXI integro (encarregado por metabolizar o metanol em até 85%) possuem o
fenétipo Mut™ com uma taxa de crescimento em metanol idéntica ao tipo selvagem, logo,

0 consumo de metanol serd mais rapido (DALY et al., 2005).
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Figura 7 —Avaliagdo por PCR da integracdo dos genes de interesse no genoma de K.
phafii. Em (A): um clone de K. phafii contendo o gene 1 (F1); (B): cinco clones de K.
phatfii contendo o gene 2 (F2); (C): cinco clones de K. phafii contendo o gene 3 (F3); (D):
cinco clones de K. phafii contendo o gene 4 (F); (E): cinco clones de K. phafii contendo
o gene 5 (F5) e (F): cinco clones de K. phafii contendo o gene 6 (F6). M - Marcador
molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Apos confirmacdo da integracdo dos genes no genoma da K. phafii com padréo
Mut", estes clones foram submetidos a inducao por metanol durante o cultivo em frascos
Erlenmeyers contendo meio BMMY para verificar a expressao das proteinas. Este alcool
tem capacidade de estimular a etapa de transcri¢cdo do gene alvo através do controle do
promotor génico AOX1 (TERRAZAS et al., 2014).

5.2 Analise da expressdao da LPMO

Para avaliar a expressdo das proteinas recombinantes clonadas em Komagataella
phafii, aliquotas das amostras retiradas durante a inducao foram utilizadas para a analise
por SDS-PAGE e western blot. Apenas a LPMO do gene 1 (F1), proveniente de
Thermobifida fusca, foi detectada em ambas as analises, apresentando proteinas com peso
molecular aproximado de 25 kDa, conforme Figura 8A e 6B.

As demais LPMOs bacterianas clonadas em K. phafii ndo foram detectadas durante
as analises com SDS-PAGE e western blot, onde ambas técnicas sdo capazes de
determinar a presenca e o tamanho de uma proteina em uma determinada amostra. Dentre
as duas técnicas, SDS-PAGE possui menor sensibilidade quando comparado com western
blot, o qual é capaz de revelar a proteina em gquantidades minimas de aproximadamente
1-5 ng (MIGUEL et al., 2012).
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No entanto € provavel que a ndo deteccdo das demais LPMOs seja acarretada pela
quantidade de proteina produzida, muito baixa (MIGUEL et al., 2012) e,
consequentemente, ndo detectavel por ambas as técnicas.

Dessa forma, seria viavel, em estudos futuros, a substituicdo do corante Azul de
Comassie pelo Nitrato de Prata, que é considerado 100x mais sensivel na deteccdo de
baixas concentragdes da proteina alvo (WALKER, 2010).

Outra hipétese para explicar este resultado € proposta por Wang (2014), que ja
demonstrou a ocorréncia da degradagdo de proteinas heter6logas por proteases, 0 que
afeta consideravelmente a deteccdo de sua secrecdo. Sendo necesséria a utilizacdo de
inibidores de proteases para impedir a degradacdo da proteina alvo (BOLOGNIA et al.,
2015).

Sabe-se também que o processamento correto do N-terminal da proteina é crucial
na obtencdo de uma enzima ativa (LI et al., 2012). Em particular, a escolha do sinal de
secrecdo pode ter uma grande influéncia, uma vez que esta sequiéncia precisa ser cortada
apos a proteina ter sido direcionada para o caminho secretor. Em K. phafii, o sinal de
secrecdo mais comumente usado é o alfa-factor (a-factor) proveniente de S. cerevisiae.
No entanto, Tanghe e colaboradores (2015) em estudo realizado para expressao
recombinante de Trichoderma reesei Cel61A (TrCel61A) na levedura K. phafii,
compararam varios sinais de secrecdo, e relataram que o uso do sinal de secrecdo nativo
de TrCel61A em vez do a-factor de S. cerevisiae foi considerado crucial, ndo so para
obter altos rendimentos de proteinas (400 mg/L durante a fermentacdo), mas também para
permitir o processamento correto do N-terminal .

Nesse contexto, seria relevante um estudo comparando diferentes sinais de secre¢ao
para expressao de LPMOs bacterianas em K. phafii.

Assim, a Unica sequéncia de LMPO bacteriana que foi capaz de produzir a proteina
em niveis detectaveis foi a proveniente de Thermobifida fusca, detectada pelas analises
de SDS-PAGE e western blot.
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Figura 8 - SDS-PAGE e imunomarcacdo da indug¢do por metanol da LPMO de
Thermobifida fusca. Em (A) - Gel de poliacrilamida desnaturante 12%, corado com
Coomassie Blue, mostrando o resultado da indugao do controle (vetor pPicZoA vazio) e
de T. fusca, nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas. (B) — Membrana de nitrocellulose marcada

com anticorpo anti-HisTag, confirmando a expressao da LPMO que estd fusionada com
cauda de histidina. M — Marcador Color Protein Standard Broad Range (NEB).

5.3 Purificagdo da enzima LPMO de T. fusca (F1)

Como a expressdo da LPMO de T. fusca (F1) foi confirmada por SDS-PAGE e
western blot, a enzima foi assim purificada. O fato de a proteina ter sido expressa
fusionada a uma cauda de histidina (HisTag) na sua extremidade C-terminal, possibilitou
a purificacdo por meio do uso de colunas cromatogréficas de afinidade contendo niquel.

Este resultado pode ser explicado pela alta afinidade entre grupos naturalmente
doadores de elétrons presentes em residuos de aminoacidos exteriorizados em sua
superficie (HisTag) e ions metalicos quelados imobilizados em uma matriz sélida, sendo
esta Ultima a coluna cromatografica de afinidade com o elemento niquel quelado, ou seja,
esta cauda inserida confere a interagdo das proteinas com os multissitios presentes no ion

metalico Ni?* (BRESOLIN et al., 2009).

Para avaliar a purificacdo da proteina, as fraces eluidas foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida e por western blot (Figura 9).
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Figura 9 - SDS-PAGE e imunomarcagdo da LPMO de Thermobifida fusca antes e apds a
cromatografia de afinidade. Em (A) - Gel de poliacrilamida desnaturante 12%, corado
com Coomassie Blue, mostrando o resultado da purificagdo da LPMO de T. fusca, o
controle negativo (vetor pPicZaA vazio) e o controle positivo (indugdo de 7. fusca — 72
horas). (B) — Membrana de nitrocellulose marcada com anticorpo anti-HisTag,
confirmando a purificagdo da LPMO que estd fusionada com cauda de histidina. M —
Marcador Color Protein Standard Broad Range (NEB).

Como pode ser visualizado no resultado do SDS-PAGE e do western blot, o
método cromatografico de afinidade utilizado para a purificacdo da LPMO foi efetivo,
uma vez que a proteina recombinante de Thermobifida fusca (F1) foi detectada em uma
Unica banda com alta intensidade de cor, apresentando desta forma uma proteina mais

concentrada.

5.4 Producdo da LPMO de T. fusca (F1)

A producédo da LPMO em biorreator e em frascos Erlenmeyers foi realizada com
as mesmas condicGes, 30°C e agitacdo de 200 rpm, com a finalidade de avaliar seu
comportamento para futuramente proporcionar seu escalonamento.

Para avaliar a viabilidade celular, concentracdo celular e o pH, aliquotas das
amostras retiradas durante a indugdo foram utilizadas. A viabilidade celular (Tabela 2),
avaliada no inicio (0 h) e final (120 h) da producdo da LPMO de T. fusca, manteve-se
proxima a 100%. Esta manutencao da viabilidade acima de 90% observada é importante,

principalmente para manter a célula em atividade para producédo da proteina heteréloga.
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Tabela 2 - Viabilidade celular de LPMO de Thermobifida fusca, no inicio (0 h) e final
(120 h) da produgao em biorreator de 1 L (volume de trabalho: 300 mL), Erlenmeyer de
250 mL (volume de trabalho: 50 mL) e Erlenmeyer de 1000 mL (volume de trabalho: 200
mL).

NUmero de NUmero de Viabilidade

células celulas néo
viaveis viaveis
Biorreator, Erlenmeyers de 250 mL 191 9 95,5%
e 1000 mL -0h
Biorreator — 120 h 237 19 92,6%
Erlenmeyer 250 mL — 120 h 303 17 94,7%
Erlenmeyer 1000 mL — 120 h 261 15 94,6%

O crescimento microbiano, acompanhado pela leitura de absorbancia, feitaem um
comprimento de onda de 600 nm das amostras diluidas (100 vezes), iniciou com uma
D.O. de 5,0 em todos os ensaios. Porém, com o passar dos dias de indugdo o experimento
do biorreator ndo apresentou crescimento, diferentemente dos Erlenmeyers que
demonstraram um alto acimulo de biomassa, principalmente no Erlenmeyer de 250 mL
(Figura 10). Esse baixo crescimento das células no biorreator pode ser devido a diferenga
geométrica existente entre o frasco do fermentador e os Erlenmyers, outra possivel

explicagdo seria na sua forma de agitacdo, a qual ¢ realizada através de “pés agitadoras”

(CASTILLO et al., 2011).
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Figura 10 — Crescimento da levedura produtora da LPMO de Thermobifida fusca em
biorreator de 1 L (volume de trabalho 300 mL), Erlenmeyer de 250 mL (volume de
trabalho 50 mL) e Erlenmeyer de 1000 mL (volume de trabalho 200 mL). *A
(absorbancia) foi lida das amostras diluidas 100 vezes.

Durante todo o periodo de producdo da enzima o pH ndo variou, apresentando um
valor de 6,0. O pH 6timo de atividade das LPMOs se encontra entre 5,5 (AGGER et al.,
2014) e 6,0 (PATEL et al., 2016). Assim, o pH constante obtido é considerado ideal, uma
vez que é um dos parametros mais importantes e sensiveis durante a producao de enzimas,
podendo afetar a estabilidade e atividade enzimatica.

Para quantificar a proteina foi realizado o método BCA, no qual foram verificadas
muitas variacGes, conforme a Figura 11, que provavelmente se deve pelo fato da pouca
quantidade de proteina detectada. Apesar da indicacdo de uma concentracdo de proteinas
no biorreator, estas podem abranger diversos grupos de enzimas proteoliticas, por
exemplo, as proteases €, ndo necessariamente, a proteina de interesse, a LPMO.
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Figura 11 - Concentracdo de proteinas totais em cada tempo (0, 24, 48, 60, 72, 84, 96,
108 e 120 horas) da produgdo da LPMO de Thermobifida fusca inserida em K. phafii em
biorreator de 1 L (Azul), Erlenmeyer de 250 mL (Laranja) e Erlenmeyer de 1000 mL
(Cinza).

5.4.1 Anédlise da expressdo da LPMO produzida e purificada

Para avaliar se houve expressdo das proteinas recombinantes durante os cultivos
executados no biorreator e nos Erlenmeyers foram feitas analises de SDS-PAGE e
western blot.

Entretanto, no biorreator, (Figura 12), ndo foi detectada a presenca da LPMO
recombinante, nos ensaios em frascos Erlenmeyers com os volumes de trabalho de 50 mL
(Figura 13) e 200 mL (Figura 14) pode-se verificar a expressdo de LPMO recombinante

em todos os tempos analisados, exceto em 0 h.
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Figura 12 - SDS-PAGE e imunomarcacdo da inducdo por metanol em biorreator de 1L
da LPMO de Thermobifida fusca. Em (A) - Gel de poliacrilamida desnaturante 12%,
corado com Coomassie Blue, nos tempos 0, 48, 72, 84, 96, 108 e 120 horas, o controle
negativo (vetor pPicZoA vazio) e o controle positivo (inducdo de T. fusca — 72 horas).
(B) — Membrana de nitrocellulose marcada com anticorpo anti-HisTag, confirmando a
ndo expressao da LPMO que esta fusionada com cauda de histidina. M — Marcador Color
Protein Standard Broad Range (NEB).
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Figura 13 - SDS-PAGE e imunomarcacdo da inducao por metanol em Erlenmeyer de 250
mL da LPMO de Thermobifida fusca. Em (A) - Gel de poliacrilamida desnaturante 12%,
corado com Coomassie Blue, nos tempos 0, 48, 72, 84, 96, 108 e 120 horas, o controle
negativo (vetor pPicZoA vazio) e o controle positivo (inducdo de T. fusca — 72 horas).
(B) — Membrana de nitrocelulose marcada com anticorpo anti-HisTag, confirmando a
expressdo da LPMO que esta fusionada com cauda de histidina. M — Marcador Color
Protein Standard Broad Range (NEB).
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Figura 14 - SDS-PAGE e imunomarcacdo da inducdo por metanol em Erlenmeyer de
1000 mL da LPMO de Thermobifida fusca. Em (A) - Gel de poliacrilamida desnaturante
12%, corado com Coomassie Blue, mostrando o resultado da indugéo nos tempos 0, 48,
72, 84, 96, 108 e 120 horas, o controle negativo (vetor pPicZaA vazio) e o controle
positivo (inducgéo de T. fusca — 72 horas). (B) — Membrana de nitrocelulose marcada com
anticorpo anti-HisTag, confirmando a expressdo da LPMO que esta fusionada com cauda
de histidina. M — Marcador Color Protein Standard Broad Range (NEB).

A auséncia de expressdo detectavel da LPMO recombinante durante o cultivo
realizado no biorreator, possivelmente se deu em decorréncia do baixo crescimento
apresentado pela levedura (Figura 10), causado provavelmente por condi¢des nao ideais
ao microrganismo dentro do biorreator. Sem o crescimento considerdvel das leveduras
ndo houve a detec¢do de LPMO recombinante em biorreator.

Assim, apenas as amostras obtidas a partir dos cultivos em frascos Erlenmeyers
foram submetidas a técnica de purificacdo por cromatografia de afinidade. Como mostra
a Figura 15, as amostras eluidas obtidas na etapa de purificacdo continham a proteina
recombinante.
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Figura 15 - SDS-PAGE e imunomarcacdo da LPMO de Thermobifida fusca purificada.
Em (A) - Gel de poliacrilamida desnaturante 12%, corado com Coomassie Blue,
mostrando o resultado da purificagdo da LPMO de T. fusca, o controle negativo (vetor
pPicZaA vazio) e o controle positivo (indugdo de T. fusca — 72 horas). (B) — Membrana
de nitrocellulose marcada com anticorpo anti-HisTag, confirmando a purificacdo da
LPMO que esta fusionada com cauda de histidina. M — Marcador Color Protein Standard
Broad Range (NEB).

O sucesso na purificacdo da LPMO pode ser justificado pelo uso de um sistema
heter6logo com leveduras, em especial K. phafii, a qual oferece vantagens em processos
de purificacio de proteinas (FELIX, 2008). Além disso, a purificacéo foi possivel também
devido & incorporacdo de cauda de histidina (HisTag) na LPMO a qual ndo continha
naturalmente espécies doadoras de elétrons ou as continham em menor quantidade, dessa
forma, conferindo as LPMOs a possibilidade de purificacdo (BRESOLIN, 2009).

A Tabela 3 mostra a relacdo de microrganismos que foram capazes de produzir
LPMOs de maneira eficiente, e seus respectivos microrganismos hospedeiros. 1sso
demonstra a biodiversidade a ser explorada para este fim, e também que a levedura K.
phafii é uma das abordagens mais bem-sucedidas para expressao de proteinas heterélogas,
como as LPMOs. E possivel observar que além da utilizacdo de leveduras, ha relatos
utilizando a bactéria Escherichia coli como hospedeira para producao da proteina, porém,

a expressao € melhor sucedida em leveduras, pois a mesma secreta a proteina expressa.
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Tabela 3 - Microrganismos capazes de produzir LPMOs recombinantes e suas respectivas condigdes
de crescimento e indugao.

Microrganismo Proteina Microrganismo Meio de Volume e Indutor Referéncia
recombinante Heterdloga de Origem Cultura Condicoes
Expressa de
Fermentacao
Komagataella AKGH61A Aspergillus BMGY 2% Batelada Metanol KOSEKI et al.,
phafii GS115 kawachii alimentada 100% 2007
biorreator de
2 L; 30°C;
500 rpm.
K. phafii X-33 PcGH61B Penicillium BMGY 1%  Erlenmeyers Metanol DIMAROGONA
e PcGH61E  chrysosporium de 500 mL; 0,5% (v/v) etal., 2012
30°C.
K. phafii X-33 NcLPMO9C Neurospora Meio de Biorreator de Metanol ISAKSEN et al.,
crassa sais basal 7L; 30°C; 0,5% (viv) 2013
800 rpm.
K. phafii X-33 NcLPMO9F N. crassa BMGY e Batelada Metanol TAN et al., 2015.
BMMY alimentada; puro
Biorreator de
7L; 25°C; 4%
de OD.
K. phafii TrCel61A Trichoderma BMGY e Erlenmeyers Metanol TANGHE et al.,
CBS7435 reesei BMMY de 250 mL; 0,5% (viv) 2015.
30° C; 200
rpm.
K. phafii X-33 PsLPMO Pestalotiopsis BMGY Batelada Metanol PATEL et al.,
sp contendo alimentada; 100% 2016
1mL/Lde Biorreator de
sais 2L; 30°C;
600 rpm.
E. coli TfLPMO10B  Thermobifida Meio de Erlenmeyer  Canamicina ARFl etal., 2014
fusca autoindugdo haletado; e ampicilina
20°C (100

Hg/mL)
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E. coli CgAA10-2 Coptotermes LB + Erlenmeyer; IPTG 0,5 TRAMONTINA,
gestroi canamicina 37°C; 250 mmol/L 2016
(50 pg/mL) rpm
E. coli SMAAL0A; Serratia LB + 30°C, 200 - FORSBERG et
marcescens; ampicilina rpm al., 2014
ScAA10C; Streptomyces (50 pg/mL)
coelicolor;
TfAA10B; Thermobifida
fusca;
BIAA10A Bacillus
licheniformis
K. phafii X-33 PaLPMO Podospora BMGY Batelada Metanol 3% BENNATI-
anserina contendo alimentada; GRANIER et al.,
1 mL/L de Biorreator de 2015
sais 2L; 20°C; 200
rpm.

Um fator que merece destaque em relacdo a producdo de LPMOs em biorreator,
como mostrado na Tabela 3 é a utilizacdo de meios para expressdo dessas enzimas, 0S
quais, alguns, sdo enriquecidos com sais como, sulfato de cobre, sulfato de manganés,
sulfato de célcio, sulfato de ferro, sulfato de zinco, cloreto de célcio, entre outros. Portanto
seria interessante a avaliacdo da producdo da LPMO de T. fusca em diferentes
concentracdes desses e de outros sais no meio de cultura.

Os parametros aeracdo e agitacdo também podem ter sido fatores importantes para
o sistema de cultivo em biorreator, além da utilizacdo do meio de cultura, que poderia ser
testado com outros componentes (BENNATI-GRANIER et al., 2015). O cultivo em
biorreator necessita de otimizacao de parametros para producao efetiva da LPMO, uma
vez que cada microrganismo possui uma exigéncia metabdlica diferente.

No decorrer do trabalho, foi possivel explorar de forma eficiente a expressao de
LPMO em sistema de levedura, obtendo-se eficiéncia na expressdo, produgdo e
purificacdo da proteina heter6loga de interesse com sequéncia original da bactéria T. fusca

transformada em K. phafii, relatada pela primeira vez no presente estudo.
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6 CONCLUSOES

o A levedura Komagataella phafii revelou ser um sistema de expressao eficiente
para producéo da proteina heter6loga LPMO proveniente de Thermobifida fusca.

o A primeira vez que se relatou a expressao da LPMO de T. fusca pela levedura K.
phafii, gerando assim um artigo publicado (ANEXO) este ano pela revista Carbohydrate
Resarch.

o Nos ensaios de cultivo a LPMO de T. fusca foi detectada por SDS-PAGE e
western blot nos Erlenmeyers de 250 mL e 1000 mL, porém sua expressdao ndo foi
detectada no biorreator de 1 L, necessitando portanto de estudos mais detalhados para que
ocorra a producdo da enzima em sistemas controlados.

o A purificacdo da LPMO, realizada através de cromatografia de afinidade,
aumentou o grau de pureza da proteina, apresentando uma banda de intensa coloracdo na

faixa de peso molecular esperado (25 kDa).
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The discovery of lytic polysaccharides monooxygenases copper dependent (LPMOs) revolutionized the
classical concept that the deavage of cellulose is a hydrolytic process in recent years. These enzymes
carry out oxidative cleavage of cellulose (and other polysaccharides), acting synergistically with cellu-
lases and other hydrolases. In fact, LPMOs have the potential for increasing the effidency of the ligno-
cellulosic biomass conversion in biofuels and high value chemicals. Among a small number of microbial
LPMOs that have been characterized, some LIPMOs were expressed and characterized biochemically from
the bacteria Themmobifida fusca, using the host Escherichio cofi. In this work, the E7 LPMO protein of
T. fusco was expressed both in E. coli (native DMNA sequence) and Pichio pastons (codon-optimized DNA
sequence], for further analysis of ocddative deavage, with PASC { phosphoric add swollen cellulose) and
fvicel PH-101 substrates, using mass spectrome try analysis. Mass spectra resuls of Avicel PH-101 and
PASC cleavages by purified E7 LPMO expressed in E coli and in P pastoris allowed the visualization of
compounds corresponding to oxidized and non-oxidized oligosaccharides. Further optimization of re-
actions will be performed, since it was found only one degree of polymerization (DP 7). This work
demaonstrated that it is possible to produce the E7 [PMO from T fusce in the host P pastoris, and the
recombinant protein was shown to be active on cellulase. The approach used in the present work could
be an alternative to produce this bacterial IPMO for cellulose deavage.
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