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Resumo

Os combustiveis fosseis apresentam uma parcela significativa na matriz energética e
tém sido extensivamente utilizados ao longo do tempo. Estes recursos sao finitos e
devido ao aumento de demanda de energia estdo cada vez mais caros, gerando um
aumento de precos em setores essenciais em todo o mundo. Considerando os fatores
econOmicos e ambientais, processos biotecnolégicos para producdo de energia e
produtos quimicos renovaveis estdo em desenvolvimento como fonte de energia
alternativa. A biomassa lignoceluldsica apresenta grande potencial para geracdo de
biocombustiveis, como o etanol de segunda geracdo, e outros produtos bioderivados.
As enzimas lignoceluloliticas atuam na desconstrucdo da biomassa e a identificacdo e
caracterizacdo de novas enzimas é de grande interesse. As celulases, hemicelulases e
proteinas com atividade acessdria auxiliam no processo de conversdo da biomassa em
produtos de valor agregado. Além disto, estas enzimas possuem importante aplicacao
em varios setores da industria: como farmacéutica, alimentos, detergentes e téxtil. Para
a producdo de alto rendimento destas proteinas e reducdo de custos, a otimizacdo de
sistemas de expressdo recombinantes em microrganismos é altamente desejada. Neste
trabalho, sequéncias génicas provenientes do fungo Thermomyces lanuginosus que
possivelmente codificam para as proteinas poligalacturonase (TLPG), mono-oxigenases
liticas de polissacarideos (TLPMO), expansinas-like (TLEX2) e feruloil esterases (TLFE1
e TLFE2) foram obtidas para a expressdao heterdloga em Komagataella phaffii X33.
Estas sequéncias génicas foram otimizadas e clonadas em vetor de expressao pGAPZB
ou pPICZaA. Apébs a transformacdo genética de K. phaffii, os clones positivos foram
selecionados e cultivados. A producdo das proteinas TLPG, TLPMO, TLEX2 e TLFE1 foi
avaliada por SDS-PAGE e Western-blot para deteccdo da proteina heterdloga. A atividade
enzimatica foi verificada e ensaios de caracterizacao bioquimica iniciais foram realizados.
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Introducao

Como uma alternativa aos combustiveis fésseis, diversos estudos estdo investigando
solucdes baseadas em processos biotecnoldgicos renovaveis e sustentdveis. A biomassa
lignoceluldsica tem sido apontada como uma possivel fonte para producdo de energia
e bioprodutos. Neste contexto, a utilizacdo da biomassa para producdo de etanol
lignoceluldsico e outros compostos quimicos de interesse tem sido amplamente avaliado,
e assim, apontado como forma de viabilizar economicamente a cadeia produtiva de
biocombustiveis, valorizar residuos e coprodutos e reduzir a eliminacdo de residuos
industriais (Paes; Almeida, 2014).

Para tal, a biomassa deve ser pré-tratada para que ocorra o afrouxamento das
porcoes de celulose, hemicelulose e lignina. Em sequéncia, ocorre o processo de
hidrolise responsavel pela degradacdo dos carboidratos complexos da biomassa em
aclcares monoméricos, que pode ser hidrolisada mediante acdo enzimatica. Um
consorcio de enzimas contendo diferentes classes de proteinas pode ser desenvolvido
para aumentar a eficiéncia da degradacao do substrato. Entre estas, estdo as proteinas
acessdrias como, as mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) e expansinas-
-like, que exercem um papel essencial na desconstrucdo da celulose pois possuem uma
acdo sinérgica com enzimas celuloliticas. Para a degradacdo da hemicelulose, proteinas
como a feruloil esterase (FE) facilitam o acesso de enzimas hemiceluloliticas ao substrato
aumentando a liberacdo dos aclcares ali presentes. Adicionalmente, proteinas como
a poligalacturonase (PG) sdo capazes de degradar a pectina que é um constituinte
da biomassa. Estas enzimas possuem diversas aplicacdes na industria, como na de
alimentos, sendo utilizada na clarificacdo de sucos (Mellitzer et al, 2012; Maitan-Alfenas
et al., 2015).

Neste sentido, pesquisas em enzimas lignoceluloliticas (celulases, hemicelulases, e
proteinas acessdrias) provenientes de fungos tem recebido grande atencdo, pois estes
microrganismos tém se demonstrado altamente eficientes e eficazes na hidrdlise da
biomassa, tanto pela capacidade de producdo de um coquetel enzimatico quanto pela
possibilidade de isolamento de enzimas especificas para suplementacdo de coquetéis.
Apesar dos grandes avancos técnico-cientificos na drea, a descoberta de novas enzimas
lignoceluloliticas é de grande interesse para as biorrefinarias que estdo se desenvolvendo,
inclusive para a industria de bioetanol. Para reduzir o custo e alcancar altas producdes
destas enzimas, um sistema de expressao heterdlogo é altamente favorecido (Silva; Vaz;
Filho, 2017).

A levedura K. phaffii € um excelente sistema para expressdo heteréloga de enzimas
lignoceluloliticas. A sua capacidade de realizar modificacGes pds traducionais, facil
manipulacdo genética, altos niveis de secrecdo da proteina heterdloga e o status
GRAS (Generally recognized as safe) tornam esta levedura um importante sistema de
expressdo (Gomes et al., 2016). Este trabalho visa a expressdo heterdloga das proteinas
feruloil esterase (TLFE1), poligalacturonase (TLPG), LPMO (TLPMO1) e expansina-like
(TLEX2) provenientes do genoma de Thermomyces lanuginosus na levedura K. phaffii.
Em etapas seguintes, as proteinas recombinantes serdo purificadas e caracterizadas
bioquimicamente. Por fim, estas serdo adicionadas a coquetéis enzimaticos para
avaliacdo da acdo sinergistica na desconstrucdo de substratos sintéticos e da biomassa
de cana-de-acgucar.
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Material e Métodos

Obtencao das sequéncias das proteinas de interesse e
transformacao genética de bactéria e levedura

As sequéncias referentes as enzimas de interesse foram pesquisadas no genoma do
fungo T. lanuginosus a partir das informagdes de bancos de dados online. Desta forma,
as sequéncias selecionadas foram sintetizadas no vetor de expressao escolhido, pGAPZB
(TLEX2) e pPICZaA (TLPMO1, TLFE1 e TLPG). A transformagdo em bactéria (Escherichia
coli DH 10BT1) por eletroporacdo é essencial para a manutencdo e multiplicacdo dos
plasmideos. Confirmados os clones recombinantes de bactérias (marca de selecdo por
antibidtico e andlise de restricdo), altas concentracdes de DNA plasmidial foram obtidos
através de midi-preparac¢des (ThermoScientific). Para a transformacdo de levedura, 10 ug
de DNA plasmidial foram obtidos e inseridos em células de K. phaffii X33 utilizando o
protocolo de eletroporagdo, conforme o manual da Invitrogen (Catalog nos. V200-20).

Confirmacgao de colonias positivas por PCR e cultivo das
leveduras recombinantes

Apds o crescimento das colonias de K. phaffii transformadas por eletroporacao,
estas foram analisadas por PCR. Para a PCR, o DNA gendmico foi utilizado como molde
e oligonucleotideos especificos para amplificacdo do fragmento do gene de interesse
foram utilizados. As col6nias confirmadas foram cultivadas a 28 °C em agitador orbital
a 200 rpm, em Erlenmeyer de 1 litro contendo 100 mL de meio de cultura BMMY (para
clones contendo pPICZaA) e BMGY (para clones contendo pGAPZB) [extrato de levedura
10 g/L; Peptona 20 g/L; 100 mM tampado fosfato de potassio, pH 6,0; YNB 1,34% (p/v);
biotina 4 x 10-5 % (p/v); 2 glicerol % (v/v) ou 1% metanol (v/v)]. O cultivo foi realizado
durante 96 horas. O extrato enzimatico obtido através do cultivo foi analisado por SDS-
-PAGE (Laemmli, 1970) e Western-blot (Sigma Aldrich protocol).

Purificacao das proteinas recombinantes e verificagao de
atividade enzimatica

A purificagdo da proteina recombinante TLPG, TLPMO1 e TLEX2 foram feitas no
equipamento AKTA pure (GE healthcare), com a coluna HisTrap, HP histidine-tagged
protein purification columns de 5 mL (GE healthcare). As proteinas de interesse foram
expressas com cauda de histidina, a qual pode ser utilizada para purificagdo em colunas
de afinidade por niquel. As proteinas foram quantificadas (mg/mL) pelo método
colorimétrico BCA (Kit Invitrogen). Para determinacdo da atividade de TLPG foi feito um
ensaio com o extrato bruto de TLPG e a proteina purificada. O substrato utilizado foi o
acido poligalacturénico a 0,5% (p/v) com a curva padrao de acido galacturénico variando
de 0,2 a 2 mg/mL, e o ensaio foi realizado com tampao acetato de sddio/acido acético
0,2 M pH 4,5 e temperatura de 40 °C. A quantificacdo do acucar redutor foi feita pelo
método de DNS (Miller, 1959) e baseado no trabalho de Anand et al. (2016). Os ensaios
de atividade para a LPMO serao feitos com o kit comercial da Thermo Scientific, Amplex
red Hydrogen Peroxide/ Peroxidase Activity Assay (Kittl et al, 2012). Devido a auséncia de
atividade enzimatica da proteina expansina-like, um ensaio de sinergismo foi realizado
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com celulases (celluclast e enzimas de Aspergillus sp.) tendo como substrato papel filtro
(FPase), de acordo com o trabalho de Xiao et al. (2004).

Resultados e Discussao

As quatro proteinas recombinantes, TLEX2, TLFE1l, TLPMO1l e TLPG foram
expressas pela levedura K. phaffii X33. A proteina TLEX2C2 se apresentou proximo ao
marcador molecular de 25 kDa, sendo uma proteina de baixo peso molecular assim
como outras expansinas-like. O seu tamanho predito era de 15,78 kDa, porém, estas
proteinas possuem diferentes padrdes de glicosilacdo. Isto pode causar o aumento do
peso molecular e também a forma como se apresentam no gel em multiplas bandas
(Figura 1 A). Trabalhos anteriores demonstram os diferentes padrdes de migracdo das
expansinas no gel, devido a sua multipla forma molecular resultante de glicosilacdes
(Wang et al, 2014).

Os resultados do ensaio de sinergismo com celulases (celluclast e enzimas de
Aspergillus sp.) e a proteina TLEX2 purificada (17 mg/L) ndo mostraram um efeito sinérgico
entre a proteina TLEX2 e as celulases. O resultado do ensaio nao foi surpreendente, pois
até entdo ndo foram reportadas expansinas-like da classe de TLEX2 (cerato-plataninas)
que possuam atividade sinérgica com celulases. Porém, estas proteinas devem ser
analisadas quanto a sua capacidade sinérgica, ja que estas sdo capazes de afrouxar
as fibras de celulose (o mecanismo de acdo destas proteinas ndo foi completamente
elucidado) (Cosgrove, 2017). Desta forma, ensaios para a verificacdo da capacidade do
afrouxamento de fibras de celulose posteriores devem ser realizados com TLEX2, como
ensaios de sinergismo com maior concentracao de TLEX2 purificada e ensaios mecanicos
de afrouxamento de celulose.

A TLEFE1 foi a Unica proteina ndo purificada, e apresentou expressao por diferentes
colbnias (2, 4, 6 e 12) apresentando tamanho pouco acima de 35 kDa (conforme pode
ser observado pela Figura 1B). O seu tamanho predito era de 31, 98 kDa e 0 aumento em
seu peso molecular possivelmente ocorreu devido a glicosilagdes: O (3 sitios preditos)
ou N (5 sitios preditos).
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Figura 1. A) Western-blot de TLEX2C2 purificada; B) Analise da expressdo de TLFE1 por SDS-page corado com nitrato de prata
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A proteina TLPMO1 apresentou tamanho préximo ao marcador molecular de 55 kDa
(Figura 2A), com a possibilidade de ter sofrido glicosilages pois o seu tamanho predito
era de 29,16 kDa. Apds a purificacdo de TLPMO1CS, esta foi quantificada por BCA e
apresentou concentracdo de 4,4 mg/mL. No trabalho de Kittl et al. (2012), uma LPMO
de Neurospora crassa foi expressa na mesma linhagem de K. phaffii utilizando o vetor
pPICZaA, alcando expressdo de 2,76 mg/mL. Desta forma, um bom nivel de expresséo foi
alcancado por TLPMO1 quando comparadas com outras LPMOs descritas na literatura.
Com a proteina purificada, o ensaio de atividade amplex-RED foi realizado no qual houve
detecgdo de produgdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) de aproximadamente 4 uM
(Figura 2B). Este valor indica que a proteina estd ativa, porém testes futuros precisam
ser realizados para a sua caracterizacdao bioquimica.
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Figura 2. A) Andlise da proteina TLPMOCS purificada por SDS-PAGE corado com nitrato de prata; B) Produgdo de
perdxido de hidrogénio (H,0,) pela enzima TLPMO1C8.

A purificagdo de TLPGC15 alcangou uma concentragdo de 9 mg/mL de proteina
recombinante pura. O tamanho predito para TLPGC15 era de 39,14 kDa, mas a
banda observada ficou pouco acima do marcador de 55 kDa (Figura 3A). Conforme
mencionado anteriormente, é possivel que tenham ocorrido glicosilagdes, bastante
comuns em proteinas expressas por K. phaffii. O ensaio por DNS confirmou a atividade
de TLPGC15 purificada e apresentou liberagdo de agutcar redutor de mais de 7 mg/mL de
acucar redutor (Figura 3B). O ensaio foi realizado novamente apds 15 dias para avaliar a
estabilidade da enzima e uma reduc¢do na atividade foi observada (Figura 3A). Porém, a
enzima se manteve ativa mesmo apos 15 dias de armazenamento a 4 °C. Experimentos
futuros serao realizados para a caracterizagdo bioquimica e avaliagdo de parametros
como pH, temperatura e fatores cinéticos (K_ e K ).
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Figura 3. A) Andlise da proteina TLPGC15 purificada por SDS-PAGE corado com nitrato de prata; B) Produgdo de agucar
redutor pela enzima TLPMO1C15 ao longo do tempo (dias).

Conclusoes

As proteinas TLFE1, TLEX2, TLPMO1 e TLPG foram expressas heterologamente na
levedura K. phaffii. Assim, as proteinas TLEX2, TLPMO e TLPG foram purificadas e as suas
atividades foram verificadas em ensaio preliminares. TLPMO apresentou a producdo
de H,O, pelo ensaio amplex-RED e TLPG confirmou sua atividade a partir da liberagdo
de acucar redutor por DNS. Um ensaio de atividade sinérgica entre celulases e TLEX2
foi realizada, mas nenhum aumento de atividade foi observado sendo necessario a
realizacdo de novos experimentos. Ensaios futuros serdo realizados para a caracterizacao
bioquimica de TLPG, TLPMO e TLFE1. Todas as proteinas provenientes de T. lanuginosus
descritas neste trabalho foram expressas pela primeira vez sob o controle do promotor
GAP ou AOX. Por fim, estas proteinas serdo avaliadas em experimentos posteriores
guanto ao seu potencial de aplicacdo em coquetéis contendo diferentes classes de
enzimas para a degradagao sinérgica dos componentes da biomassa lignoceluldsica.
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