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RESUMO

LOPES, Mariana Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2011.
Identificagcao e purificagdo de uma pB-glicosidase extracelular e construgdo de
vetores para expressao constitutiva de celulases em Kluyveromyces marxianus
UFV-3. Orientador: Luciano Gomes Fietto. Co-orientadores: Flavia Maria Lopes
Passos e Andréa de Oliveira Barros Ribon

Kluyveromyces marxianus € uma levedura com muitas caracteristicas
desejaveis para o desenvolvimento de um eficiente processo de produgéo de etanol a
partir da sacarificacdo e fermentacdo simultidneas de biomassas: elevada taxa de
crescimento, utilizacdo de uma ampla variedade de acgucares, eficiente sistema de
secrecao de proteinas e a capacidade de fermentacdo em temperaturas préximas a
42°C. A expressao heterdloga de celulases termoestaveis em K. marxianus tém sido o
foco de varias pesquisas. O vetor pKLAC1-adh2p, para expressdo constitutiva de
celulases em K. marxianus, foi construido no Laboratério de Biotecnologia Molecular
(LBM/UFV). Neste trabalho o gene de uma [B-glicosidase de Aspegillus niger foi
clonado e inserido no pKLAC1-adh2p. O cassete de expressao, pKLAC1-adh2p-bgl1,
foi utilizado para transformacao de K. marxianus UFV-3, porém o processo de selecéo
nao foi eficiente e, durante a triagem por leveduras transformantes, foi observada a
capacidade da levedura K. marxianus de secretar uma B-glicosidase. Dessa forma,
enquanto trabalhos de padronizacdo de um eficiente sistema de expressao heteréloga
em K. marxianus vém sendo desenvolvidos no laboratério (LBM/UFV), esta B-
glicosidase extracelular de K. marxianus foi caracterizada. @A metodologia de
superficie de resposta foi utilizada para otimizar o processo de producéo e determinar
os parametros pH e temperatura 6timos para a atividade da B-glicosidase extracelular.
As melhores condicbes do meio para producao foram 4% de glicose, pH 5,5 e
incubacao a 35°C. A maior atividade enzimatica foi obtida em pH 5,5 e 55°C. Ensaios
de termoestabilidade determinaram uma meia-vida de 4 horas para a enzima, quando
incubada a 60°C. A analise de especificidade por substratos mostrou que a enzima foi
capaz de hidrolisar celobiose, p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo, o-nitrofenil-3-D-
glicopiranosideo, p-nitrofenil-B-cellobiosideo e p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo. A
enzima foi purificada por eletroforese n&do desnaturante em gel de poliacrilamida
(PAGE) e analise de zimograma. A analise por SDS-PAGE revelou duas bandas
majoritarias em torno de 45 KDa, que foram submetidas a digestao triptica em gel e
analisadas por espectrometria de massas (MS/MS). A proteina foi identificada como
uma B-glicosidase. Para finalizar este trabalho, a B-glicosidase foi purificada por ultra-

fitracdo e cromatografia de troca anibnica. O processo de purificacdo foi



acompanhado por ensaio enzimatico utilizando p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo como
substrato e SDS-PAGE. Estes resultados mostram pela primeira vez uma (-
glicosidase secretada por uma levedura fermentadora, isto abre a possibilidade para o
uso de desta levedura para producédo de etanol celuldsico, ja que os custos com a

utilizacao de celulases ainda inviabilizam economicamente o processo.



ABSTRACT

LOPES, Mariana Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2011.
Identification and purification of an extracellular B-glucosidase and construction
of vectors to cellulase constitutive expression in Kluyveromyces marxianus.
Advisor: Luciano Gomes Fietto. Co-advisors: Flavia Maria Lopes Passos and Andréa
de Oliveira Barros Ribon

Kluyveromyces marxianus is a yeast with many beneficial properties for the
development an efficient process for producing ethanol from simultaneous
saccharification and fermentation of biomass: a high growth rate, the utilization of a
wide range of sugar types, a efficient system for protein secretion and fermentation
capacity at temperatures around 42 °C. The heterologous expression of thermostable
cellulases in K. marxianus have been the focus of many researches. The vector
pKLAC1-adh2p, for constitutive expression of cellulases in K. marxianus, was
constructed at Laboratory of Molecular Biotechnology (LBM/UFV). In this study, the
gene of a B-glucosidase from Aspegillus niger was cloned and inserted into pKLAC1-
adh2p. The expression cassette, pKLAC1-adh2p-bgl1 was used for transformation of
K. marxianus UFV-3, but the selection process was not efficient, and during screening
of transformants yeasts, we observed the ability of the yeast K. marxianus to secrete a
B-glucosidase. Thus, while works on standardization of an efficient system for
heterologous expression in K. marxianus have been developed in laboratory
(LBM/UFV), this B-glucosidase extracellular from K. marxianus was characterized. The
response surface methodology was used to optimize the production process and
determine the parameters pH and temperature for enzyme activity. The best conditions
for production were glucose 4%, pH 5.5 and incubation at 35°C. The highest activity
was obtained at pH 5.5 and 55°C. Thermostability tests determined a half-life of 4
hours for the enzyme, when incubated at 60 ° C. Analysis of substrate specificity
showed that the enzyme was able to hydrolyze cellobiose, p-nitrophenyl-B-D-
glucopyranoside, o-nitrophenyl-3-D-glucopyranoside, p-nitrophenyl-B-cellobioside and
p-nitrophenyl-p-D-xylopyranoside. The enzyme was purified by non-denaturing
electrophoresis in polyacrylamide gel (PAGE) and zymogram analysis. The SDS-PAGE
analysis revealed two major bands around 45 KDa, which were submitted at in-gel
trypsin digestions and analyzed by mass spectrometry (MS/MS). The protein was
identified as a B-glucosidase. To finish this work, the B-glucosidase was purified by
ultrafiliration and anion exchange chromatography. The purification process was
monitored by enzymatic assay using p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside as substrate

and SDS-PAGE. These results show for the first time a B-glucosidase secreted in a

Xi



fermentative yeast, this opens the possibility to use this yeast for cellulosic ethanol

production, since the costs with the use of cellulases makes the process uneconomical.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Celulases

A biodegradagao de celulose por celulases e celulossomos, produzidos por
inUmeros micro-organismos, € muito importante em varios processos agricolas e de
tratamento de residuos (HAIGHT, 2005), e pode ser amplamente utilizada para
produzir “bioenergia” a fim de substituir os combustiveis fésseis (REDDY e YANG,
2005). Estima-se que aproximadamente 4x10° toneladas de celulose sejam formadas
anualmente (ARO et al., 2005). A celulose, principal componente de paredes celulares
vegetais, € a biomassa mais abundante no planeta, representando uma valiosa fonte
renovavel de carbono que pode ser utilizada na produgdo de combustiveis, alimentos,
entre outros produtos. Neste sentido, materiais lignoceluloliticos naturais tém sido
considerados promissores devido a sua abundancia, baixo custo e enorme
disponibilidade potencial (LYND et al., 2002; ARO et al., 2005).

A celulose é um polimero linear constituido por residuos de D-glicopiranose
unidos por ligacdes glicosidicas B(1-4), com um grau de polimeriza¢ao (DP) de 100 a
20000 (ZHANG e LYND, 2004). O acoplamento de cadeias adjacentes de celulose por
ligagbes de hidrogénio e forgas da van der Waals resultam em um alinhamento
paralelo e uma estrutura cristalina com fibras supramoleculares estaveis, de grande
resisténcia a tensdo e baixa acessibilidade (DEMAIN et al., 2009; ZHANG et al., 2006).

A bioconversado da celulose em monémeros de glicose necessita da agao de
celulases, que formam um complexo enzimatico. O mecanismo amplamente aceito
para hidrélise enzimatica da celulose envolve agbes de sinergismo entre
endoglucanases (CE 3.2.1.4), exoglucanases ou celobiohidrolases (CE 3.2.1.91), e 3-
glicosidases (CE 3.2.1.21) (ZHANG e LYND, 2004; WILSON, 2009). Endoglucanases
hidrolisam aleatoriamente ligagdes glicosidicas p(1-4) intramoleculares acessiveis em
cadeias de celulose para produzir novas extremidades na cadeia; exoglucanases
decompdem processivamente cadeias de celulose nas extremidades para liberar
celobiose ou glicose soluveis; e B-glicosidases (BGLs) hidrolisam celobiose a glicose.
Estes trés processos de hidrélise ocorrem simultaneamente como mostrados na
Figura 1 (ZHANG et al., 2006).

A etapa de despolimerizagdo enzimatica realizada por endoglucanases e
exoglucanases é o passo limitante para todo o processo de hidrolise de celulose
(JUGER et al.,, 2010). A hidrolise secundaria que ocorre na fase liquida envolve

essencialmente a hidrolise de celobiose a glicose pelas BGLs (ZHANG e LYND, 2004).



A acao dessa, além de finalizar a despolimerizacao, também contribui para a taxa
global do processo consumindo a celobiose, que é um inibidor de endo e
exoglucanases (OLSEN et al., 2010).

Fase ‘ : ﬁ - %_,'
solida q by

(Primeira  oxay: =
hidrolise) 37'* - &
St
G=) . endos
Fase *0v00, ¢
liquida sonne ‘.i @ exosR
(Segunda =

hidrélise) S St - i
B-Gase

Figura 1: Esquema mecanistico da hidrdlise enzimatica da celulose. endos: endoglucanase; exoR:
exoglucanase com agao em extremidades redutoras; exoNR: exoglucanase com agdo em extremidades
nao redutoras; B-Gase: B-glicosidase (Adaptado de ZHANG et al., 2006).

Durante a hidrolise de celulose, as caracteristicas do substrato sélido variam,
incluindo (1) mudancgas no numero de extremidades na cadeia de celulose resultantes
da acédo de endoglucanases e diminuigdo do grau de polimerizagdo pela acdo das
exoglucanases (ZHANG e LYND, 2004) e (2) mudangas na acessibilidade da celulose
resultante da fragmentacao da celulose e diminuicdo de regides cristalinas (WALKER
et al., 1990).

Micro-organismos produtores de celulases sdo encontrados em diversos
grupos taxondmicos, em sua maioria bactérias e fungos, desempenhando papel
importante na biosfera e participando do ciclo do carbono através da reciclagem da
celulose (BEGUIN e AUBERT, 1994). Em fungos filamentosos, a capacidade de
utilizar celulose é amplamente distribuida (LYND et al., 2002). As celulases comerciais
mais usadas sao baseadas em complexos celuloliticos secretados pelo ascomiceto
Trichoderma reesei (SINGHANIA et al., 2010).



2. B-glicosidases (CE 3.2.1.21)

As B-glicosidases (BGLs) sdo um grupo altamente heterogéneo de enzimas
hidroliticas, encontradas em diversos organismos como bactérias (GUEGUEN et al.,
1997b), fungos (JOO et al.,, 2010), plantas (SASANUMA e HIRAKAWA, 2010) e
animais (PONTOH e LOW, 2002), incluindo o homem (NEMETH et al., 2003). Tais
enzimas hidrolisam ligagbes B-glicosidicas em dissacarideos, oligossacarideos e
glicosideos conjugados (BHATIA et al., 2002), sendo que a afinidade por um substrato
especifico depende da origem, e também da funcao fisioldégica e da localizagdo da
enzima (WOODWARD e WISEMAN, 1982). Sob certas condi¢cdes, as BGLs podem
também catalisar a sintese de ligagcbes [B-glicosidicas entre diferentes moléculas, como
em baixa atividade de agua, alta concentracdo de substrato, ou na presenca de
nucledfilos diferentes da agua (BHATIA et al., 2002).

As BGLs desempenham diversas fungbes in vivo. Em bactérias e fungos
atuam na hidrélise de oligossacarideos de cadeia curta e celobiose (BHATIA et al.,
2002; ARO et al., 2005). Em plantas estao envolvidas em diferentes fungdes, como por
exemplo, na hidrolise de precursores de hormdbnios (SASANUMA e HIRAKAWA,
2010). Em humanos, realizam a hidrodlise de glicosilceramidas (glicocerebrosideos) e
de outros glicosideos conjugados (GERMAIN, 2004).

As BGLs podem ser classificadas de acordo com: (1) a especificidade em
relacdo ao substrato, ou (2) com a similaridade entre as seqUéncias de aminoacidos e
conformacdo. Atualmente, o ultimo método é o mais aceito, pois pode refletir
caracteristicas estruturais, relacdes evolucionarias € o mecanismo catalitico destas
enzimas (BHATIA et al., 2002).

Em alguns micro-organismos, diferentes BGLs s&o codificadas por genes
distintos. Entretanto, formas multiplas de uma enzima podem também originar-se
através da degradacao proteolitica de uma Unica enzima, ou através de diferentes
graus de modificagdes pods-traducionais, como glicosilagdo. Fungos, por exemplo, séo
conhecidos por secretar diversas formas de uma mesma enzima, dependendo da
linhagem e de condi¢cdes ambientais (RIOU et al., 1998).

Varias metodologias de purificacdo tém sido desenvolvidas com o intuito de
detalhar caracteristicas bioquimicas de BGLs produzidas por varios fungos, devido
principalmente ao fato de que esta enzima muitas vezes é um fator limitante em
processos de hidrolise enzimatica (KARNCHANATAT et al., 2007). BGLs intracelulares

e extracelulares de diversos fungos ja foram purificadas e o processo se desenvolve



com intuito de entender as caracteristicas destas enzimas cada vez mais
(KARNCHANATAT et al., 2007; DAROIT et al., 2008; PAL et al., 2010).

3. Inibicao de celulases

As enzimas celuloliticas sédo significativamente inibidas por celobiose e glicose,
produtos da hidrdlise. Esta inibigdo retarda a taxa global de conversao de celulose a
glicose (GAN et al., 2002;. KATZ e REESE, 1968).

Celobiose, o produto das celobiohidrolases e em parte da agdo de
endoglucanases, inibe diretamente estas duas classes de enzimas (Figura 2, seta 5).
Glicose inibe diretamente BGLs (Figura 2, seta 3), incluindo a BGL de Aspergillus niger
amplamente utilizada (XIAO et al., 2004), celobiohidrolases e endoglucanases (Figura
2, seta 4). Na pratica, entretanto, a principal inibicao pela glicose nas duas ultimas é
uma inibicdo indireta, pois a inibicdo por glicose da B-glicosidase pode resultar em
acumulo de celobiose (ANDRIC et al., 2010).
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Figura 2: Inibicao das celulases: Resumo das principais vias cinéticas de inibigao pelos produtos. (1, 2):
reagdes principais de hidrélise da celulose. (3,4): inibicdo por glicose. (5): inibicdo por celobiose. (6,7):
inibicdo pelos substratos. (8,9): reagbes de transglicosilacdo catalisadas pela B-glicosidase (ANDRIC et
al., 2010).

Inimeras tentativas foram feitas para entender o0s mecanismos
experimentalmente observados de inibicdo pelos produtos, celobiose e glicose, em
celulases em esquemas classicos de Michaelis-Menten (Tabela 1). Para a hidrolise
enzimatica da celulose foram descritos dois subtipos de sistemas de inibicdo parcial

especiais, envolvendo rea¢des do complexo enzima-inibidor (El) com o inibidor ou com



o substrato (BEZERRA e DIAS, 2005), estes raros esquemas sao habitualmente

designadas como parabdlico e hiperbdlico, respectivamente (YOSHINO, 1987) (Tabela

1).

Tabela 1: Tipos de inibicdo enzimatica. S (substrato), P (produto), E (enzima) e | (inibidor). Em relagao a

inibigao de celulases pelos produtos, todos os tipos da tabela ja foram reportados (ANDRIC et al., 2010).

Common inhibition Special inhibition

Main reaction E+S5=ES—E+P Main reaction E4+S=ES—EL+P

Type Mechanism Type Mechanism

Competitive® E4-I=El Parabolic® E+I=H
El+I=Ell

Uncompetitive ES+1=ESI Hj.-’]}El'bD]iCb E+1=H
El+5=ESI
EIS—EI+P
ES+I=EIS

Mixed®/ E+I1=El Substrate® ES+5=SES

Ncm-ccrmpetitive“ ES 4+ I=ES5I

El 4+ S=ESI

Uma vez que a atividade de endoglucanases e exoglucanases € fortemente
inibida por celobiose, as BGLs, neste sentido, ndo s6 produzem glicose a partir de
celobiose, mas também reduzem o efeito inibitério da celobiose, permitindo a maior
eficiéncia tanto das endo quanto das exoglucanases (BEGUIN e AUBERT, 1994; SUN
e CHENG, 2002). A hidrdlise eficiente da celobiose em glicose €, desta forma, critica
para a completa digestdo da celulose, e as BGLs tém importante fungcdo no
mecanismo de regulagdo da degradagdo enzimatica da celulose podendo ser
consideradas como limitantes para a hidrdlise microbiana da celulose (BERGHEM e
PETTERSSON, 1974; BUSTO et al., 1997; JIIGER et al., 2010).

Portanto, a inibicdo da atividade de BGLs, exercida pela glicose, ainda é um
problema que necessita ser superado para que a hidrélise enzimatica de celulose seja
realizada comercialmente (WOODWARD e WISEMAN, 1982). Isto vem aumentando a
térmica (ZANOELO et al., 2004).

Apenas poucos micro-organismos produzem o conjunto completo de enzimas
necessarias para degradar eficientemente a celulose nativa, contrastando com o maior
numero de espécies capazes de produzir sistemas celulases incompletos (BEGUIN e
AUBERT, 1994). A presenca de varias BGLs parece ser comum tanto entre micro-

organismos celuloliticos (GUEGUEN et al., 1995) quanto entre espécies de micro-
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organismos incapazes de degradar celulose (SAHA e BOTHAST, 1996). Contudo,
diversos fungos celuloliticos (como linhagens de Trichoderma reesei, por exemplo)
produzem celulases deficientes em BGLs. Caso celulases comerciais com esta
deficiéncia sejam utilizadas em reatores de hidrélise, possivelmente ocorrera o
acumulo de celobiose e celooligossacarideos, com a consequente diminuigdo da
eficiéncia do processo. Neste sentido, a adicdo (ou suplementagdo) de BGLs pode

atuar aumentando a taxa de converséo de celulose em glicose (SHEN e XIA, 2004).

4. Aplicagdes biotecnoélogicas

Enzimas sdo comumente utilizadas em diversas aplicagbes industriais, e a
demanda por enzimas mais estaveis, altamente ativas e especificas vem crescendo
rapidamente, com varios produtores comerciais disponibilizando preparacdes
enzimaticas feitas sob medida, adequadas aos interesses do consumidor (BHAT,
2000). Os principais impedimentos para a exploragcao comercial de enzimas sédo seu
baixo rendimento de produgéao e purificagao, baixa estabilidade, baixa especificidade e
alto custo de producdo. Desta forma, novas enzimas comercialmente importantes, com
desejaveis caracteristicas bioquimicas, fisicas e quimicas, e com baixo custo de
producao vém sendo, durante anos, o foco de pesquisas (IEMBO et al., 2002).

Micro-organismos sdo muito atrativos como fontes potenciais de enzimas, pois
sua concentracdo celular pode ser potencialmente induzida ou aumentada através de
diversas modificacdes no ambiente ou manipulagdes genéticas (BUSTO et al., 1995).

As celulases, atualmente, estdo entre as enzimas comerciais mais importantes
em termos de economia de mercado. Com o desenvolvimento de processos industriais
de sacarificacdo para producido de biocombustiveis, as celulases devem subir para o
primeiro lugar no ranking de mercado (WILSON, 2009).

Algumas utilizagdes tém sido sugeridas para biodegradagdo de residuos
lignocelulésicos, como matéria-prima para produgédo de etanol, fabricacdo de papel,
para fazer adubo para o cultivo de cogumelos comestiveis, na alimentagdo animal,
producdo de cerveja e vinho, tratamento de esgoto, silvicultura, industrias quimicas,
farmacéuticas e téxteis (BHAT et al., 2000; HOWARD et al., 2003; KIM e DALE, 2004;
WEN et al., 2004; YIN et al., 2010a).

Diante do atual contexto de limitagdo dos combustiveis fosseis, a aplicacdo de
celulases no processamento da biomassa lignocelulolitica € vista como um atrativo
para a producdo de etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). A conversdo destas
matérias-primas em biocombustiveis € uma importante escolha para a exploragao de

fontes energéticas alternativas e reducdo da emissdo de gases poluentes

6



(BHARADWAUJ et al., 2011). O residuo de lignocelulose € um produto de baixo custo e
0 mais abundante substrato natural renovavel para conversao em biocombustiveis. O
teor de celulose e hemicelulose nesta biomassa, os quais podem ser convertidos em
hexoses e pentoses, representam uma alternativa sustentavel, ou seja, uma fonte de
energia renovavel e barata para aumentar a produgédo de biocombustiveis com menor
contribuicéo para o efeito estufa (DEMAIN, 2009).

Um requisito importante na eficiéncia de custo do processamento da biomassa
lignocelulésica é empregar sistemas de reatores que irdo garantir, ou mesmo
promover, a conversdo maxima de celulose com a minima dosagem de enzima, uma
vez que as enzimas ainda sdo um dos custos mais importantes em termos de
processamento da lignocelulose em etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2006; LYND et
al., 2008). Uma estratégia interessante é a suplementagdo de BGLs para melhorar o
desempenho dos complexos celuloliticos fuingicos, que em geral tem deficiéncia nesse
componente (ORTEGA et al., 2001).

4.1. Processo de conversao da biomassa a etanol

Os processos para obter etanol a partir de materiais lignocelulésicos baseados
na hidrolise enzimatica sdo métodos promissores para produzir biocombustiveis. Estes
consistem basicamente em quatro fases: pré-tratamento, hidrélise enzimatica,
fermentagdo e destilagdo (TOMAS-PEJO et al., 2009). O processo biolégico para a
conversao de lignocelulose em etanol combustivel requer: deslignificagcao para liberar
a celulose e hemicelulose a partir de seu complexo com lignina, despolimerizagcao da
celulose para produzir agucares livres e fermentacado da misturas de acucares hexoses
e pentoses para produzir etanol.

O pré-tratamento visa aumentar a dimensao dos poros e reduzir a cristalinidade
da celulose, principalmente pela remogéo da lignina, sendo necessario para expor as
fibras de celulose as enzimas ou, pelo menos, tornar a celulose mais acessivel
(FUENTES et al.,, 2010). Por isso, uma série de métodos de pré-tratamentos
termoquimicos foi desenvolvida para melhorar a digestibilidade. Esses variam de muito
acido para muito alcalino, de forma que tém efeitos diferentes sobre os principais
componentes da biomassa (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). Muito provavelmente,
nao havera um método geral, devido ao fato de diferentes tipos de matérias-primas
exigirem diferentes pré-tratamentos. Um eficiente pré-tratamento pode reduzir
substancialmente o requerimento de enzimas celuloliticas que, como ja foi dito,

constitui uma grande parte do custo de producédo (MOSIER et al., 2005).



A sacarificagdo, que compreende a segunda etapa do processo, pode ser
realizada utilizando acidos ou enzimas para a liberagdo de aglucares monoméricos
(HAMELINCK et al., 2005). A conversdo enzimatica é substrato especifica, sem
formagao de subprodutos, o que reduz a inibicao das seguintes etapas do processo,
demonstrando melhores resultados para a posterior fermentacdo, embora o processo
seja mais lento (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

A proxima etapa do processo é a fermentacdo dos acgucares liberados. A
hidrélise enzimatica e a fermentacdo podem também ser executadas em um passo
combinado - chamado sacarificagdo e fermentagdo simultdneas (SSF). O processo
SSF mostra indices mais atraentes do que a sacarificagdo e fermentacao realizadas
separadamente, com maior rendimento de etanol e menor consumo energéetico
(ALFANI et al., 2000; STENBERG et al., 2000; TOMAS-PEJO et al., 2009). Neste
caso, as celulases e 0s micro-organismos sédo adicionados ao mesmo processo, o que
permite que as unidades de glicose formadas durante a hidrélise enzimatica da
celulose sejam imediatamente consumidas pelos micro-organismos, convertendo-as
em etanol. Desse modo, € mantida uma concentragao de glicose baixa no meio, sendo
uma boa estratégia para aumentar a taxa global de converséo de celulose em etanol
(HARI et al., 2001; BOLLOK et al., 2000; STENBERG et al., 2000). No entanto, este
processo nao funciona em condi¢des ideais para a hidrolise e exige maior dosagem da
enzima, o que influencia positivamente na conversédo do substrato, mas negativamente
nos custos do processo. Considerando que as enzimas representam uma parte
importante dos custos de producio, é necessario encontrar métodos para reduzir a
dose de celulases a ser utilizada (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

Para a conversdo enzimatica de biomassa lignocelulésica em agucares
fermentaveis em escala comercial sdo necessarios, portanto, todos os componentes
celuloliticos em niveis e condigdes 6timos, sendo essencial que enzimas altamente
efetivas estejam disponiveis a baixos custos (ORTEGA et al., 2001). Entretanto, além
da inibicdo pelo produto final, o alto custo de produgdo do complexo celulolitico, o
baixo rendimento, a baixa estabilidade e a baixa especificidade impedem a exploragao
do potencial comercial das celulases para este fim (KANG et al., 2004).

Desta forma, a utilizacdo bem sucedida de materiais lignocelulésicos como
fontes renovaveis de carbonos depende do desenvolvimento de tecnologias
economicamente praticaveis para a producgao de celulases (RYU e MANDELS, 1980).
A reducdo do custo de producdo de celulases €, particularmente, um ponto crucial

para a hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos (SUN e CHENG, 2002).



4.2. Outras aplicagoes biotecnolégicas para as B-glicosidases

Diversos estudos vém sendo realizados visando a utilizacdo de BGLs
imobilizadas em varios suportes, com diversos propdsitos, uma vez que este processo
oferece vantagens em relagdo ao uso de enzimas n&o imobilizadas, como reutilizagado
das enzimas, possibilidade de operacao continua, controle da formagao do produto,
processamento simples, entre outras (GUEGUEN et al., 1997a; SHEN e XIA, 2004).

As BGLs podem hidrolisar antocianinas, importantes agentes de cor
encontradas em alimentos de origem vegetal (SPAGNA et al., 2000). Em uvas tintas e
em mostos e vinhos derivados destas uvas, as antocianinas sao os principais
pigmentos (LIU, 2002). Logo, BGLs (antocianases) podem ser utilizadas na produgao
de vinho branco com reduzida coloragédo vermelha, ou na produc¢do de vinhos rosados
a partir de variedades de uvas tintas, onde o processo de maceragdo pode ser
prolongado, e o excesso de cor removido através de tratamento enzimatico. Além
disso, antocianases podem ser empregadas em processos de vinificagdao visando
prevenir a sedimentacdo durante a estocagem em garrafas (SANCHEZ-TORRES et
al.,1998). Em industrias de sucos de frutas, particularmente, BGLs sao utilizadas em
processos de maceracao ou liquefagao, participando da liberagcdo de aromas através
da hidrélise de precursores glicosilados (LE TRAON-MASSON e PELLERIN, 1998).

BGLs podem ser também utilizadas na diminuigcdo do amargor de sucos citricos
através da hidrdlise de prunina (RIOU et al., 1998); na hidrélise de compostos téxicos
(cianogénicos) presentes em vegetais utilizados em alimentagdo humana e animal,
como na mandioca (GUEGUEN et al., 1997b); na obtengcdo de goma gelana de baixa
viscosidade, para uso na industria alimenticia (HASHIMOTO et al., 1998); na extracao
de vanilina a partir de glicovanilina em vagens de baunilha, substituindo processos
microbianos tradicionais (RUIZ-TERAN et al., 2001); além de diversas outras
aplicagdes biotecnoldgicas (BHATIA et al., 2002).

A propriedade de sintetizar ligagbdes B-glicosidicas permite que estas enzimas
sejam também empregadas na sintese de varios compostos, como oligossacarideos e
glicoconjugados (YAN e LIAU, 1998). Recentemente, os oligossacarideos
estabeleceram sua condigdo de componentes funcionais no aperfeicoamento do valor
de alimentos. Os galactooligossacarideos, por exemplo, sao utilizados por grupos
benéficos de bactérias, como as bifidobacterias. Tais oligossacarideos sao
adicionados a alimentos nutritivos (iogurte, entre outros) como ingredientes funcionais
para o melhoramento da microbiota intestinal (AKIYAMA et al.,, 2001). Quanto a
sintese de glicoconjugados, os soforooligossacarideos e gentioligossacarideos, por

sua vez, sao Uteis em alimentos de baixa caloria e também em produtos farmacéuticos
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(BHATIA et al., 2005). A sintese enzimatica destas moléculas é atraente, uma vez que
a sintese tradicional, utilizando rotas quimicas, € geralmente lenta e inespecifica,
resultando na formacédo de produtos secundarios indesejaveis (BHATIA et al., 2002).

Particularmente, a aplicacdo de BGLs requer a producao destas enzimas em
larga escala, bem como o conhecimento detalhado de seus mecanismos de reacao
(BHATIA et al., 2002). Neste sentido, a clonagem molecular de genes codificantes
para BGLs tem sido estudada nao representando apenas uma poderosa ferramenta
para producao de proteinas em larga escala, mas também oferecendo a possibilidade
de aplicacdo de métodos de engenharia de proteinas na andlise da atividade
enzimatica e no melhoramento de suas fungbes (LI & LEE, 1999). Técnicas de
mutagénese, visando o incremento da producdo de BGLs, bem como a obtencao de
enzimas com caracteristicas desejaveis, também vém sendo exploradas (RAJOKA,
2005).

5. A levedura Kluyveromyces marxianus

As leveduras sdo organismos eucariéticos primitivos unicelulares bem
conhecidos do ponto de vista cientifico e tecnoldgico, cujas propriedades industriais
tém justificado sua potencial aplicagdo para producdo de proteinas de interesse
biotecnoldgico (PORRO et al., 2005).

A levedura Kluyveromyces marxianus € um micro-organismo de grande
importancia industrial, ndo s6 devido as suas aplica¢des tradicionais (producao de
biomassa e enzimas), mas também como potencial hospedeiro para a produgédo de
proteinas heterélogas (KIERS et al., 1998).

K. marxianus é descrito como uma levedura hemiascomiceto, homotalica,
filogeneticamente relacionada a Saccharomyces cerevisiae e das espécies conhecidas
a mais proxima € Kluyveromyces lactis (LACHANCE, 1998; LLORENTE et al., 2000).
Esta levedura possui algumas propriedades que a tornam bastante atrativa para a sua
aplicagcao industrial e, em especial, em processos de SSF: é capaz de crescer em uma
ampla variedade de substratos, dentre esses xilose, e em altas temperaturas
(NONKLANG et al., 2008), apresenta altas taxas de crescimento especifico, possui
ainda uma capacidade natural de secretar enzimas o que € uma propriedade desejada
para a relagdo custo-beneficio do processo industrial (FONSECA et al., 2008). E,
ainda, o fato de diversas linhagens de K. marxianus terem obtido o status GRAS
(generally-regarded-as-safe), similarmente a S. cerevisiae e K. lactis (HENSING et al.,

1995) indica que este aspecto ndo impde qualquer desvantagem para sua aplicagéo
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industrial, quando comparado as outras leveduras, em termos de aprovacido do
processo pelas agéncias reguladoras.

Linhagens pertencentes a espécie de levedura K. marxianus tém sido isoladas
a partir de uma grande variedade de habitat, 0 que resulta em uma alta diversidade
metabdlica e um substancial grau de polimorfismo intra-espécie (FONSECA et al.,
2008). Como conseqliéncia, varias aplicagbes biotecnoldgicas tém sido investigadas
com esta levedura. Em termos de estudos bioquimicos em enzimas de interesse
industrial, K. marxianus tem sido usada como fonte de inulinase, B-galactosidase, B-
glicosidase, poligalacturonases e outras proteinas com potenciais aplicagbes
industriais, tais como proteinas fosfatases, carboxipeptidases, e aminopeptidases; e,
ainda, na producdo de compostos aromaticos, e de etanol (incluindo os de alta
temperatura e processos de sacarificacdo e fermentagdo simultaneos); reducao do
teor de lactose em produtos alimentares; biorremediacdo; como um agente
anticolesterolémico, e como um hospedeiro para producédo heterdloga de proteinas
(FONSECA et al., 2008).

A producdo de etanol em temperaturas elevadas tem recebido muita atengao.
As vantagens descritas, além da economia de energia, pois mantém os custos
reduzidos, foram: maiores taxas de sacarificacdo e fermentacéo, continua remocéao de
etanol, e contaminacao reduzida (BANAT et al., 1998). K. marxianus foi descrita ter a
capacidade de produzir de etanol em temperaturas acima de 40°C e tem uma
temperatura de crescimento maxima de 47°C (ANDERSON et al., 1986), 49°C
(HUGHES et al.,, 1984), ou mesmo 52°C (BANAT et al, 1992). HACKING e
colaboradores (1984) selecionaram linhagens de leveduras por sua capacidade de
fermentar glicose a etanol em temperaturas elevadas. A tolerédncia de todas as
espécies parecia diminuir com a temperatura, mas no geral, linhagens de
Kluyveromyces foram mais termotolerantes que Saccharomyces, que por sua vez
podem produzir maiores rendimentos de etanol. A conversido de xilose em etanol por
K. marxianus também foi relatada anteriormente (MARGARITIS e BAJPAI, 1982).

OLIVA e colaboradores (2003; 2004) realizaram o estudo do efeito de
compostos liberados durante o pré-tratamento da biomassa por explosdo a vapor
sobre K. marxianus, mostrando que o crescimento é mais afetado que a producao de
etanol, e que este micro-organismo exibe uma importante resisténcia aos compostos
aromaticos.

Devido a K. marxianus ser filogeneticamente préxima de K. lactis, é suposto
que tenha uma capacidade semelhante de sintese e secreg¢ao de proteinas de alto
peso molecular (ZHANG et al., 2003). Alguns exemplos mostrando a producao

heterdloga de proteinas nesta levedura foram relatados na literatura (BERGKAMP et
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al.,, 1993; ZHANG et al., 2003; PECOTA et al., 2007; HONG et al., 2007). Embora
estes estudos demonstrem que a expressao heterdloga de proteinas em K. marxianus
foi funcional, a capacidade dessa levedura de realizar modificagbes pds-traducionais,
semelhante aos mamiferos, nas proteinas heterdlogas ainda continua sendo
investigada (FONSECA et al., 2008).
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CAPITULO I

Construcao de vetores para expressao constitutiva de celulases em

Kluyveromyces marxianus UFV-3

1. INTRODUGAO

O grande potencial econdmico e o importante papel que as celulases
desempenham no emergente mercado da bioenergia comprovam a motivagdo em
desenvolver preparacdes melhores dessas enzimas para hidrolise da parede celular
das plantas. Porém, o custo de producdo dessas enzimas torna sua utilizagdo em
biorefinarias ainda economicamente inviavel. Logo, estratégias que visem reducéo dos
custos de producgao das celulases tém sido alvo de pesquisas (ZHANG et al., 2006).

As taticas propostas para diminuir o custo da conversdo da biomassa sao
diversas e incluem: expressdo heterdloga das enzimas, bioprocesso consolidado,
engenharia enzimatica por designs reacionais, aperfeicoamento por evolugéo direta e
obtencdo de micro-organismos hospedeiros altamente produtores de celulases. Uma
estratégia promissora envolve a produgdo das enzimas celuloliticas, hidrélise da
biomassa e fermentagdo dos aglcares resultantes aos produtos desejados em um
Unico passo por acao de micro-organismos celuloliticos ou engenheirados
geneticamente, em um bioprocesso consolidado (CBP). Ele oferece redugao de custos
ao proporcionar economia de substrato e matérias primas, possibilita altas taxas de
hidrolise, reduz o volume reacional e, consequentemente, diminui o capital de
investimento na producgao das enzimas (LYND et al., 2005).

A levedura K. marxianus, conhecida como sendo termoresistente, demonstrou
alta producao de etanol a 42°C (van MARIS et al., 2006), caracteristica que chamou a
atengcdo de muitos grupos de pesquisa, tornando promissor o seu emprego em um
bioprocesso consolidado.

Para um organismo com potencial aplicagao industrial, a manipulagcéo genética
€ uma das maneiras mais eficientes de aperfeicoar o processo de producdo e
produtividade. A aplicagado da técnica de DNA recombinante pode tornar-se um pré-
requisito para um bem sucedido processo industrial, seja a fim de aumentar o titulo do
produto ou a pureza em niveis que o processo se torne economicamente viavel ou
para tornar o hospedeiro capaz de sintetizar um composto heterdlogo. Este tipo de
atividade é conhecido como engenharia metabdlica (STEPHANOPOULOQOS et al, 1998).

A tecnologia do DNA recombinante é também uma valiosa técnica para estudos
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genéticos e fisiologicos, que, por sua vez, sdo essenciais para aumentar a nossa
compreensdo sobre o potencial biotecnoldgico do micro-organismo.

Alguns exemplos mostrando a producgéo heterdloga de proteinas na levedura
K. marxianus foram relatados na literatura (BERGKAMP et al., 1993; ZHANG et al.,
2003; PECOTA et al., 2007; HONG et al., 2007). Embora estes estudos demonstrem
que a expressao heterdloga de proteinas em K. marxianus foi funcional, a capacidade
dessa levedura de realizar modificacbes pos-traducionais, semelhante aos mamiferos,
nas proteinas heterdlogas ainda continua sendo investigada (FONSECA et al., 2008).

Este trabalho teve como obijetivo clonar o gene que codifica a B-glicosidase de
de Aspergillus niger (gene bgl1) no vetor com caracteristica de expressao constitutiva
pKLAC1-adh2p, com a finalidade de expressa-lo na levedura Kluyveromyces
marxianus, aumentando assim, a sua capacidade de hidrolisar celobiose. E, assim,
sugerir a utilizacdo desta levedura, que ja vem se mostrando bastante promissora, em

processos de produgao de etanol a partir de materiais lignoceluloliticos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo

Clonar o gene que codifica a B-glicosidase de Aspergillus niger (bgl1) no vetor
pKLAC1-adh2p com a finalidade de expressa-lo na levedura Kluyveromyces

marxianus UFV-3.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia
Molecular, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, na Universidade

Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Plasmideos e micro-organismos

O plasmideo pGEM®-T Easy (Promega) foi utilizado para clonagem do gene
bgl1 da enzima B-glicosidase de A. niger. O sitio multiplo de clonagem localiza-se na
regido interna do gene LacZ que permite a triagem dos transformantes recombinantes
utilizando X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactopirasideo) e IPTG (lsopropil B-D-
1-tiogalactopiranosideo).

O plasmideo pKLAC1 (New England Biolabs®) modificado com a introdugao do
promotor do gene que codifica a enzima alcool desidrogenase adh2 de
Saccharomyces cerevisiae, com caracteristica de expressao constitutiva, pKLAC1-
adh2p, foi utilizado para clonagem do gene bgl1 e expressao da B-glicosidase em K.
marxianus; esse € um vetor integrativo, e contém a sequéncia de secreg¢do do “alpha
mating factor” de K. lactis (aMF), o sitio multiplo de clonagem (MCS), e o gene amdsS,
isolado de Asperqgillus nidulans, que codifica uma acetamidase, utilizada como marca

de selegéo dos transformantes (Figura 3).
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Figura 3: Esquema do vetor pKLAC1-adh2 (New England Biolabs - Adaptado).
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O fungo Aspergillus niger, cedido pelo Laboratério de Genética de
Microrganismos/BIOAGRO/UFV, foi utilizado como fonte do RNA para obtencao e
amplificacdo do gene da enzima B-glicosidase.

Células de Escherichia coli DH5a™ foram utilizadas para propagacdo dos
plasmideos utilizados neste trabalho.

A linhagem de Kluyveromyces marxianus UFV-3, cedida pelo Laboratério de
Fisiologia de Microrganismos - BIOAGRO/UFV, foi utilizada para transformacao com a
construcao pKLAC1-adh2p-bgl1.

3.2. Meios de cultura e condigdes de cultivo

O fungo A. niger, retirado de estoque em O6leo mineral, foi ativado por
incubacdo em meio BDA (batata-dextrose-agar - VETEC) enriquecido. Para indugao
da producao de celulases, os esporos ativados foram inoculados em meio salino
(NH4CI 0,03% (p/v), NaNO;3 0,05% (p/v), K;HPO,4 0,1% (p/v), MgSO,4 0,03% (p/v), CaCl,
0,01% (p/v), FeCl, 0,005% (p/v)), acrescido de celulose microcristalina 1% (p/v) como
Unica fonte de carbono a 28°C e 180 rpm.

Células de Escherichia coli DH5a foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB)
(triptona 2% (p/v), extrato de levedura 1% (p/v), cloreto de sédio 1% (p/v)) sob
agitagdo de 180 rpm a 37°C. Células transformadas com os plasmideos pGEM®-T
Easy e pKLAC1-adh2p, foram cultivadas sob as mesmas condi¢cdes em meio LB
contendo 50 ug.mL™ de ampicilina para selecdo dos transformantes e manutencéo dos
plasmideos.

Leveduras K. marxianus foram cultivadas em meio YPD [1% (p/v) de extrato de
levedura, 2% (p/v) de peptona e 2% (p/v) de dextrose] a 42°C sob agitacao de 180
rpm. Para as culturas em meio sélido foram adicionados 2% (p/v) de agar em meio
YPD. O meio para selegcdo dos transformantes foi YCB (Yeast Carbon Base) agar

contendo 5mM de acetamida como unica fonte de nitrogénio.

3.3. Obtencao, amplificagdo e clonagem dos gene da B-glicosidase

3.3.1. Obtencdo da seqiiéncia codificadora da p-glicosidase e desenho de

primers

Através de uma anadlise no banco de dados GenBank, a sequéncia do gene

bgl1 (EU233788.1) que codifica a enzima - glicosidase de A. niger foi obtida. O
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software SDSC Biology Workbench foi usado para analises dos sitios de restricdes da
sequéncia e desenho dos primers (Figura 4), os quais foram adicionados os sitios de
restricdo para as endonucleases Xho | e Bgl ll, correspondentes ao sitio multiplo de
clonagem (MCS) do vetor pKLAC-adh2p.

(a) nigerbgliF: 5 CTCGAGATGAGGTTCACTTCGATCGAGG 3’

(b} nigerbgliR: 5' AGATCTTTAGTGAACAGTAGGCAGAGACGC 3'

Figura 4: Primers (a) forward e (b) reverse, utilizados para amplificagdo in vitro do gene bgl1. As bases

em vermelho representam o sitio de restricao para Xho |, e em azul para Bgl/ |l

3.3.2. Inducgao da producgao de celulases por Aspergillus niger

O fungo A. niger foi cultivado em meio indutor de produgdo de celulases, meio
salino + celulose microcristalina 1% (p/v) a 28° sob agitagdo de 180 rpm. Aliquotas
foram retiradas de 24 em 24 horas para realizacdo de ensaios de atividade enzimatica.
No ensaio foi utilizado 150 yL da amostra, tampao acetato/acido acético 0,1M pH 4,8 e
2mM de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (Sigma) como substrato, a mistura de reacao
foi incubada a 40°C por 20 minutos. Apds incubacéo, foi adicionado 0,5M de NaCOQOs,,
de modo a parar a reagao e formar p-nitrofenol, a partir do p-nitrofenil liberado na
hidrdlise, esse absorve luz na regido do UV, na faixa de comprimento de onda A = 390
- 430 nm (Zhang et. al., 2006). Dessa forma, a absorvancia da solugéo resultante foi
medida em A =410 nm. E a partir dessa, foi calculada a atividade celulasica em fungao
da quantidade de p-nitrofenol formado, utilizando a curva padrdao de p-nitrofenol
[concentragdo (umol/mL) versus absorvancia (A = 410 nm)] (anexo I). Dessa forma
confirmou-se a produgado de B-glicosidase por A. niger e foi determinado o tempo de
cultivo a ser feita a extracdo de RNA total. Uma unidade (U) da enzima, foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1nmol de pNPG por mL, por

minuto de reagao.

3.3.3. Extracado de RNA total de Aspergillus niger

Para extracdo de RNA total, apdés o sétimo dia, a cultura de A. niger foi
submetida a filtragem e o micélio, previamente seco, foi triturado em nitrogénio liquido.
O triturado foi separado em por¢des de 200 mg, as quais foram submetidas a extragao

de RNA pelo método Trizol Reagent (Invitrogen).
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A qualidade das amostras foi avaliada em gel de agarose 1,2% (p/v) e, 0 RNA
foi quantificado pela leitura de absorvancia a 260 nm em espectrofotdmetro.

Todas as solugdes, inclusive o tampao TBE e o gel de agarose 1,2%, foram
preparadas com agua tratada com o composto dietil pirocarbonato (DEPC) 0,1%
(Sigma) para inibir agao de nucleases.

Posteriormente, as amostras foram tratadas com DNAse utilizando o RQ1

RNAse-free DNAse (Promega), segundo recomendacgdes do fabricante.

3.3.4. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada a paritr do RNA total, por reagao de transcrigdo

ITM

reversa utilizando o ImProm-II'" Reverse Transcription System (Promega), segundo

protocolo do fabricante.

3.3.5. Amplificacdo do gene bgl1

Para a amplificacdo do gene, o cDNA total resultante foi utilizado como
template na reacédo da polimerase em cadeia (PCR) de contendo: 1 yL do cDNA, 1
unidade da enzima Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 200 uM de cada
dNTP, 2 mM de MgCl,, e 20 pmoles de cada primer (nigerbgliF e nigerbgliR - figura 4)
seguindo o programa: (i) 94°C por 2 minutos (1 ciclo); (ii) 94°C por 1 minuto, 57°C por
1 minuto e 68°C por 3 minutos (30 ciclos); (iii) 72°C por 5 minutos (1 ciclo).

O produto da amplificagao foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,9%
(p/v) em tampao TBE 1X, e analisado com o padrdao de tamanho 1Kb DNA Ladder
(Invitrogen) como referéncia. O fragmento esperado foi visualizado e purificado do gel

seguindo o protocolo do kit DNA Extraction Kit (Fermentas),

3.3.6. Clonagem do gene bgl1

O fragmento purificado foi primeiro subclonado no vetor pGEM®-T Easy
(Promega), segundo recomendagbes do fabricante. A reagao de ligacao foi utilizada
para transformacgao de células E. coli DH5a por choque térmico e, a triagem dos
transformantes foi realizada pelo cultivo em meio LB agar contendo 40 pug.mL™" de X-
gal, 200 pM de IPTG e 50 pg.mL™" de ampicilina.

O DNA plasmidial foi extraido pelo método da lise alcalina (SAMBROOK e

RUSSEL, 2001) e submetido a clivagem com as enzimas de restricdo Xho | e Bgl Il,

19



para liberagéo do inserto bg/1 e confirmagao da clonagem. A banda correspondente ao
gene bgl1, visualizado em gel de agarose 0,9% (p/v), foi purificado com o DNA
Extraction Kit (Fermentas).

O fragmento purificado foi submetido a reag¢ao de ligagcdo com o vetor pKLAC1-
adh2p, também clivado com Xho | e Bgl Il, utilizando 1 unidade da enzima T4 DNA
ligase (Promega), incubada a 4°C por 16 horas; seguida da transformacgao de E. coli
DH5a, por choque térmico. A triagem dos transformantes foi realizada pelo cultivo em
meio LB agar contendo 50 pug.mL™" de ampicilina.

As colbnias selecionadas foram submetidas a PCR de colbnia (94°C 10’; 30
ciclos de 94°C por 1’, 57°C por 1’ e 68°C por 3’; 72°C por 5’) e inoculadas em meio LB
liquido contendo ampicilina. O DNA plasmidial foi extraido por método de lise alcalina
utilizando-se fenol-cloloférmio (Sambrooke e Russel, 2001), e submetidos a clivagem
com as endonucleases Xho | e Bgl ll, para liberagdo do fragmento e confirmacao da

clonagem.

3.4. Transformagéao de Kluyveromyces marxianus UFV-3

O plasmideo pKLAC-adh2p-bgl1 foi previamente linearizado com a enzima de
restricdo BstX |, como sugerido pelo fabricante (New England Biolabs®). Células de K.
marxianus UFV-3 foram transformadas por choque térmico pelo método de acetato de
litio, segundo HILL e colaboradores (1991). O método de selecdo utilizado foi meio
YCB contendo 5mM de acetamida como uUnica fonte de nitrogénio. Para triagem dos
transformantes foi realizado PCR, utilizando o DNA plasmidial pKLAC1-adh2p-bgi1

como controle positivo.

3.5. Avaliagcao da produgdo heterdloga de pB-glicosidase pela levedura K.

marxianus

Os clones selecionados foram incubadas em meio YPD a 42°C sob agitagao de
180 rpm, por 24 horas. Apods centrifugacao da biomassa a 8000 rpm por de 10
minutos, o sobrenadante foi coletado para ensaio de atividade enzimatica.

O ensaio de atividade foi realizado utilizando p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo

(Sigma) como substrato, conforme descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Obtencgéao do gene bgl1

Para confirmar a producao de celulases pelo fungo A. niger, e determinar o
tempo de cultivo a ser feita a extracdo de RNA total, foi realizado ensaio de atividade
enzimatica para aliquotas coletadas de 24 em 24 horas. A tabela 2 apresenta os
resultados de atividade do sobrenadante da cultura do fungo. Uma unidade (U) da
enzima, foi definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1nmol de

pNPG por mL, por minuto de reagao.

Tabela 2: Valores de atividade de celulase do fungo Aspergillus niger.

Dia Absorvancia (T0) Absorvancia em (U)
em 410nm 410nm (média)
1 0,0020 0,0198 2,89
2 0,0014 0,2648 20,24
3 0,0022 0,3864 28,77
4 0,0029 0,4560 33,63
5 0,0030 1,0184 73,33
6 0,0062 0,8123 58,56

O quinto dia de crescimento do fungo mostrou uma maior atividade de celulase,
portanto foi escolhido como o tempo de cultivo para coleta do micélio para a extragao
do RNA total. Através da analise eletroforética em gel de agarose 1,2% (p/v) foi
confirmada a integridade do RNA total extraido com o aparecimento das bandas
referentes ao RNA ribossomal 28S e 18S, conforme apresentado na figura 5a.

Uma vez verificada a integridade do RNA este foi utilizado para sintese do
cDNA seguido de PCR, utilizando os primers nigerbgliF e nigerbgliR (Figura 4). A
amplificacdo resultou em um fragmento entre 2000 e 3000 pb, conforme apresentado

na figura 5b, compativel com o tamanho esperado para o gene bg/1 de 2583 pb.
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Figura 5: Fracionamento em gel de agarose (a) 1,2% da extracdo de RNA total de A. niger. (b) 0,9% do
produto de amplificagdo a partir do cDNA total de A. niger. M: Padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA
Ladder (Invitrogen). 1, 2: Fragmento do gene bg/1 (2500 pb) amplificado in vitro.

4.2. Clonagem do gene big1

O fragmento amplificado foi purificado do gel e subclonado no vetor pGEM®-T
Easy (Promega), seguida da transformagao em E. coli DH5a. Os transformantes foram
selecionados em meio LB agar contendo X-gal e ampicilina. Os plasmideos pGEM-
bgl1 foram extraidos e submetidos a clivagem com as enzimas de restricao Xho | e Bgl
II, para liberacdo dos fragmentos e confirmagdo da clonagem. Através da analise
eletroforética em gel de agarose pbéde-se observar os fragmentos esperados, cerca de
2500 pb para bgl/1 e cerca de 3000 pb para o pGEM, conforme mostrado na Figura 6.

Confirmando, assim, a subclonagem do gene.

— 3000 pb
2500 pb

Figura 6: Fracionamento do produto da disgetdo do DNA plasmidial em gel de agarose 0,9%. M: Padréo
de tamanho molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas) (1, 2, 3, 4, 5, 6): Plasmideos pGEM-bgl1 extraidos
de diferentes clones, clivados com as enzimas Xho | e Bgl ll, mostrando a liberagdo dos fragmentos de

2500 pb, referente ao gene bg/1, e 3000 pb, referente ao pGEM.
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O fragmento bg/l1 (2500 pb) foi purificado do gel e submetido a reacdo de
ligacdo com o vetor pKLAC1-adh2p, também clivado com as mesmas enzimas,
utilizando com a enzima T4 DNA ligase (Promega). A reacao de ligagao foi utilizada na
transformacéo de E. coli DH5a. Os transformantes foram selecionados em meio LB
agar contendo ampicilina, e analisados por PCR de colbénia, a banda esperada foi
visualizada nos quatro clones selecionados (Figura 7a). A reagao de clivagem dos
plasmideos extraidos, com as enzimas Xho | e Bgl Il, confirmou a clonagem do gene
bgl1 no vetor pKLAC1-adh2p em dois clones; uma vez que observamos as bandas de
cerca de 2500 pb correspondente ao gene bg/1 e 9081 pb que corresponde ao
pKLAC1-adh2p (Figura 7b). Dessa forma foi confirmada a clonagem e construgao do

vetor de expressao pKLAC1-adh2p-bgl1.

<— 9000 pb

3000 pb

<— 2500 pb
2500 pb

Figura 7: Fracionamento em gel de agarose 0,9%. (a) M: marcador de peso molecular (Fermentas) (1, 2,
3, 4): PCR de colénia de E. coli transformantes com pKLAC1-adh2p-bgl1. (b) M: marcador de peso
molecular (Fermentas) (1, 2, 3, 4): Clivagem dos pKLAC1-adh2p-bgl1 extraidos dos clones. Os clones 2 e

4 foram confirmados.

4.3. Transformacao de K. marxianus e obtencao dos clones

O plasmideo pKLAC1-adh2p-bgl1 foi linearizado com a enzima BstX I, e
utilizado para transformacdo de K. marxianus UFV-3. As células submetidas ao
processo de transformacgao foram plagueadas em meio YCB agar contendo 5 mM de
acetamida, para selecionar os clones. Contudo, este processo de selecdo nao foi
eficiente, cresceu um tapete de coldnias em todas as placas, inclusive a do controle de

células nao transformadas (dados ndao demonstrados). Em tentativa de isolamento de
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possiveis clones, algumas colbnias foram sub-cultivadas em nova placa de meio
seletivo. As colbnias que cresceram na nova placa foram analisadas por PCR de
coldnia para triagem, duas colbénias apresentaram resultado positivo para amplificagao

do gene bgl1 (figura 8). Estes foram denominados de clones 7 e 9.

8,9 10 11 12 13 14 c+ c-

Figura 8: Fracionamento em gel de agarose 0,9% M: marcador de peso molecular (Fermentas) (1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14): PCR de col6nia de K. marxianus transformadas com pKLAC1-adh2p-bgl1.

c+: controle positivo. ¢-: controle negativo.

Os clones 7 e 9 foram inoculados em meio YPD por 16 hs para extragao do
DNA genbmico e PCR, e para teste de atividade enzimatica no sobrenadante das
culturas. O resultado da amplificagao foi negativo; novas reagdes de PCR, de colbnia e
com o DNA genbmico como template, dos clones 7 e 9 foram feitas, e todas
apresentaram resultado negativo. Portanto, conclui-se que as bandas observadas
(figura 8) foram algum tipo de contaminagdo durante o preparo da reacgdo, e as
coldnias selecionadas ndo eram clones.

O sobrenadante das culturas, clones 7 e 9, e K. marxianus nao transformada,
foram coletados para teste de atividade enzimatica. Todas as amostras apresentaram

atividade em pNPG como substrato, e ndo houve diferenca entre elas (Tabela 3).
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Tabela 3: Atividade enzimatica apresentada pelos sobrenadantes dos clones 7 e 9, como controle

negativo, foi utilizada a K. marxianus nao transformada.

Absorvancia Atividade
410nm (média) (U/mL)
nao transformante
0,119 5,0
(controle -)
clone 7 0,145 5,9
clone 9 0,116 49

Com este resultado, confirmou-se que estas ndo eram coldnias transformantes,
e que o processo de selecao do vetor pKLAC1 nao é eficiente para K. marxianus.

Este experimento ainda apresentou resultados interessantes (Tabela 3), ao ser
observada uma atividade de p-glicosidase no sobrenadante de culturas de K.
marxianus UFV-3 ndo transformadas. Este resultado demonstra que K. marxianus é
capaz de secretar esta enzima, caracteristica ainda ndo descrita na literatura. Alguns
trabalhos descrevem a capacidade de K. marxianus em assimilar celobiose e a
presenca de uma [B-glicosidase da familia 3 de glicosil hidrolases (GH3) nesta levedura
(Raynal e Guerineau, 1984; Finn et al., 2006; Nonklang et al., 2008; Yoshida et al.,
2009, 2010). A sequéncia desta enzima esta depositada no banco de dados de
sequéncias do NCBI (FJ811961.1), porém esta enzima ja descrita é intracelular e nao
possui peptideo sinal, o que pode ser constatado pela analise de sua seqiéncia no
software SignalP 3. Esta observagao levou, entdo, a realizagdo de todo o trabalho

descrito no capitulo I desta dissertacéo.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, o gene da B-glicosidase de A. niger foi subclonado no vetor de
clonagem pGEM-T-Easy e inserido no vetor de expressdao pKLAC1-adh2p. Leveduras
Kluyveromyces marxianus UFV-3 foram submetidas ao processo de transformacao
com o vetor pKLAC1-adh2p-bgl1, mas ndo houve sucesso na selecido de
transformantes. Este vetor contém o gene amdS, que codifica para uma acetamidase
e confere as células transformadas a habilidade de converter a acetamida em aménia
para uso como fonte de nitrogénio.

A escolha do vetor pKLAC1 para expressao foi baseada no fato de este ser um
vetor integrativo e ter relatos na literatura de eficiéncia de obtenc&o de transformantes
para Kluyveromyces lactis, uma levedura filogeneticamente relacionada com a K.
marxianus, e devido ao fato de que a marca de selegao por acetamida presente nele ja
ter sido usada para transformar varios fungos filamentosos como espécies de
Aspergillus, Neurospora, Penicillium, Fusarium e Trichoderma (Read et al., 2007).
Além disso, o método de selecdo por acetamida seria interessante no sentido da
obtengdo de um organismo geneticamente transformado livre de uma marca de
selecao permanente, como acontece com os métodos que se baseiam em auxotrofia.

A dificuldade em selecionar transformantes de K. marxianus UFV-3 com esse
meétodo pode ser explicado pelo fato de esta ser uma levedura selvagem, ainda pouco
estudada e pertencente a um grupo que tem demonstrado alta diversidade metabdlica
e um substancial grau de polimorfismo intra-espécie. Estratégias para resolver o
problema da selecdo estdo sendo desenvolvidas no Laboratério de Biotecnologia
Molecular-DBB/UFV. Dentre essas, a construgdo de um novo vetor, contendo como
marca de selecdo o gene kanMX que codifica para resisténcia ao antibidtico geneticina
(G418); e, uma alternativa a utilizacdo de vetores, € a construgdo de um cassete de
expressao pela técnica de PCR de fusao (Overlap PCR), que contenha promotor, gene
de interesse e marca de selegdo, uma vez que foi demonstrada a eficiéncia de
transformacédo de K. marxianus utilizando DNA linear (ABDEL-BANAT et al., 2010).
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CAPITULOII

Identificacao e purificagdo de uma B-glicosidase extracelular de

Kluyveromyces marxianus UFV-3

1. INTRODUGAO

A celulose é a biomassa mais abundante no planeta e representa uma valiosa
fonte renovavel de carbono que pode ser utilizada na produgao de combustiveis,
alimentos, entre outros produtos (ARO et al., 2005). A bioconversdo da celulose em
mondmeros de glicose necessita da agdo de celulases, que formam um complexo
enzimatico composto por endoglucanases (CE 3.2.1.4), exoglucanases (CE 3.2.1.91),
e B-glicosidases (BGLs) (CE 3.2.1.21) (ZHANG e LYND, 2004).

As BGLs microbianas tém recebido grande atencao devido a sua importancia
biotecnolégica, podem ser aplicadas na utilizagdo em processos de hidrélise
enzimatica da celulose, na liberagdo de compostos ricos em aroma em sucos e vinhos,
liberagdo de compostos fendlicos com atividade antioxidante a partir de residuos
vegetais, sintese de oligossacarideos e glicoconjugados, entre outras, despertam o
interesse no estudo das BGLs (BHATIA et al., 2002).

O crescente e atual interesse nos processos de producao de etanol a partir de
biomassa lignocelulolitica tem recebido grande atengdo dos pesquisadores, na busca
pela otimizacdo do processo, visando torna-lo economicamente viavel. Dentre os
diversos trabalhos desenvolvidos, tentativas de diminuir a dosagem de enzimas
necessarias tém sido o foco principal, uma vez que essas elevam significativamente o
custo do processo (SUN e CHENG, 2002; SANCHEZ E CARDONA, 2008).

A enzima BGL, que converte celobiose em glicose, tem se mostrado um dos
principais passos limitante na sacarificacdo de celulose. As BGLs nao s6 determinam
a taxa, mas também a amplitude da hidrdlise da celulose, uma vez que alivia a
inibicdo de endoglucanases e celobiohidrolases pela celobiose (LYND et al., 2002).
Sendo assim, o uso de uma linhagem de levedura com alta atividade B-glicolitica
reduziria a quantidade de celulases adicionais necessarias e ajudaria a alcangar um
processo de produgao de etanol economicamente viavel (SAITOH et al., 2008).

Este estudo teve como objetivos, caracterizar e identificar uma B-glicosidase
secretada pela levedura K. marxianus, até entdo ndo descrita na literatura. E, assim,
sugerir a utilizagdo desta levedura, que ja vem se mostrando bastante promissora, em

processos de producdo de etanol a partir de materiais linoceluloliticos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo

Identificar e purificar a B-glicosidase secretada por K. marxianus UFV-3.

2.2. Objetivos Especificos

e Otimizar as condi¢des de producao da BGL extracelular por K. marxianus UFV-
3;

e Determinar o pH e a temperatura de atuacéo étima da enzima;

e Avaliar a termoestabilidade da enzima;

¢ Avaliar a capacidade da BGL em hidrolisar celobiose;

e Purificar a BGL extracelular;

o Analisar e identificar a BGL extracelular de K. marxianus por espectrometria de

massas.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia
Molecular, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, na Universidade

Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Micro-organismos e condi¢coes de cultivo

A levedura Kluyveromyces marxianus UFV-3, cedida pelo Laboratorio de
Fisiologia de Micro-organismos - BIOAGRO/UFV, foi utilizada para producido da
enzima B-glicosidase.

As culturas foram mantidas em meio YPD sélido [1% (p/v) de extrato de
levedura, 2% (p/v) de peptona, 2% (p/v) de dextrose e 2% (p/v) de agar] a 4°C.
Periodicamente estas culturas foram inoculadas em novas placas de meio YPD
sélido, incubadas a 37°C por 18 horas e posteriormente armazenadas a 4°C.

Para producdo de BGL extracelular, K. marxianus foi cultivada em meio YP
0,1X [0,1% (p/v) de extrato de levedura, 0,2% (p/v) de peptona] suplementado com a
% de glicose e condigbes determinadas no experimento de otimizagdo da producao

da enzima (secao 4.1).

3.2. Ensaio enzimatico

A avaliagdo da atividade B-glicolitica foi realizada utilizando o substrato
cromogénico p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPBG) (Sigma). A reagdao (1 mL)
consistiu da amostra contendo atividade, tampao citrato de sédio (50 mM; pH 5,4) e
250 pL de pNPBG 2mM. Apds incubacao da mistura de reacao a 50°C por 40 minutos,
a reacao foi interrompida com a adi¢gdo de 1 mL de carbonato de sodio (500 mM). A
estimativa da atividade enzimatica foi realizada em espectrofotdmetro, através da
leitura de absorvancia (410 nm) do p-nitrofenol (¢ = 18.700) liberado; utilizando a
curva padrao de p-nitrofenol [concentragcdo (umol/mL) versus absorvancia (A = 410
nm)] (Anexo I).

Uma unidade (U) de BGL foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para hidrolisar 1Tnmol de pNPG por minuto de reacéo.
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3.3. Otimizagao da producao de BGL extracelular

Os efeitos de diferentes fatores, pH do meio, concentracdo de Tween 20,
concentracdao de glicose e temperatura de cultivo, para a producdao de BGL
extracelular por K. marxianus UFV-3 em cultivo submerso, foram avaliados através de
experimento fatorial utilizando o Delineamento Composto Central Rotacionado (DCCR)
(2*+2X4+5), com cinco repeticdes no ponto central, totalizando 25 combinacdes e 29
unidades experimentais. Cinco niveis foram propostos para cada Vvariavel
independente, e a atividade extracelular de BGL foi tomada como a variavel
dependente. A tabela 6 (segado 4.1) mostra as variaveis independentes e seus niveis
(codificados e reais), bem como a resposta (atividade enzimatica) obtida. Todos os
dados foram analisados com o software Minitab 15 por meio de Analise de Variancia
da Regressao e teste t para os coeficientes (a = 0,05).

Os erlenmeyers contendo 50 mL de meio YP 0,1X (diluido 10 vezes), de
acordo com os diferentes tratamentos (tabela 6), foram inoculados acertando a Agg
inicial para 0,6. Apds incubacédo por 24 horas, sob agitacdo orbital de 180 rpm, o

sobrenadante das culturas foi coletado para os ensaios de atividade enzimatica.
3.4. Producao de BGL extracelular

A produgdo de BGL foi realizada através do cultivo da levedura K. marxianus
UFV-3 em meio YP 0,1X nas condi¢cdes determinadas pelo experimento de otimizagao
(secdo 3.3), por 48 horas. Apds centrifugagao (10.000 x g por 10 minutos) da cultura,
o sobrenadante foi utilizado como fonte da enzima para caracterizacdo de alguns
parametros da atividade B-glicolitica.
3.5. Determinacgao da temperatura e pH 6timos
3.5.1. Efeito da Temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura na atividade enzimatica, foram realizados

ensaios enzimaticos, com o substrato pNPBG, incubando a reagdo nas temperaturas
28, 37,42, 50, 55, 60, 65 e 70°C.
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3.5.2. Efeito do pH

Para avaliar o efeito do pH na atividade enzimatica , foram realizados ensaios
enzimaticos, com o substrato pNPBG, utilizando tampao Mcllvaine (citrato/fosfato),
preparado de acordo com a tabela 4, nos valores de pH de 3,0 a 7,5, em intervalos de
0,5.

Tabela 4: Série Mcllvaine obtido pela mistura de fosfato de sédio dibasico e &cido citrico.

pH Acido citrico 0,1M  Na,HPO, 0,2M Volume final

3,0 7,945 mL 2,055 mL 10 mL
3,5 7,020 mL 2,980 mL 10 mL
4,0 6,145 mL 3,855 mL 10 mL
4,5 5,505 mL 4,495 mL 10 mL
5,0 4,535 mL 5,465 mL 10 mL
5,5 4,355 mL 5,645 mL 10 mL
6,0 3,685 mL 6,315 mL 10 mL
6,5 2,965 mL 7,035 mL 10 mL
7,0 1,765 mL 8,235 mL 10 mL
7,5 0,830 mL 9,170 mL 10 mL

3.5.3. Analise da superficie de resposta

Para a determinacdo de temperatura e pH 6timos da enzima, foi realizado
experimento fatorial segundo Delineamento Composto Central Rotacionado (DCCR)
(22+2X2+5), com cinco repetigbes no ponto central, totalizando treze unidades
experimentais. Cinco niveis foram propostos para cada variavel independente
(temperatura e pH), e a atividade B-glicolitica foi tomada como variavel dependente. A
tabela 7 (secao 4.2) mostra as variaveis independentes e seus niveis (codificados e
reais). Os dados obtidos foram analisados utilizando o software Minitab 15 por meio de
Andlise de Variancia da Regressao e teste t para os coeficientes (a = 0,05).

As condigdes de temperatura e pH 6timos, determinadas por este

experimento, foram utilizadas em todos os ensaios enzimaticos seguintes .

31



3.6. Estabilidade térmica

Para determinacdo da termoestabilidade da enzima, o extrato enzimatico foi
incubado previamente a 60°C por 30 horas e aliquotas foram retiradas a cada 2 horas
para serem utilizadas no ensaio enzimatico. A atividade residual da enzima nestes
testes foi expressa como porcentagem da atividade enzimatica apresentada no tempo
zero (controle). Para o célculo do tempo de meia-vida da enzima foi utilizada a
equacgao da reta, obtida através do grafico semi-logaritmico da atividade residual (%)

versus tempo de pré-incubacgao (horas) (Anexo ).

3.7. Hidrodlise da celobiose

Para testar atividade da BGL na hidroélise de celobiose, o extrato enzimatico foi
incubado com celobiose (100 mM) em tampéao citrato de sodio (50 mM; pH 5,5), a
55°C por 30 horas e a cada 6 horas aliquotas foram retiradas e fervidas por 5 minutos
para inativar a enzima e parar a reacido. A quantidade de glicose (g/L) liberada em
cada tempo de reacado (aliquotas coletadas) foi mensurada utilizando o Kit de
dosagem de glicose Glucose (HK) Assay Kit (Sigma), seguindo as recomendagbes do

fabricante.

3.8. Purificagdo parcial da BGL extracelular de K. marxianus através de

eletroforese nao-desnaturante em gel de poliacrilamida

3.8.1. Eletroforese nao-desnaturante (PAGE)

A eletroforese nao-desnaturante (PAGE) foi utilizada visando a posterior
observacgao da atividade B-glicolitica no gel através de zimograma.

A eletroforese foi feita usando-se um gel de poliacrilamida a 6% de acordo
com o método descrito por LAEMMLI (1970), substituindo-se o dodecil sulfato de
sodio (SDS) por triton-X-100 0,1% (v/v) e deoxicolato de sédio 0,1% (v/v), no gel e no
tampao de corrida. O gel de separagéo (Tris-HCI 0,375 M, pH 8,0; acrilamida-bis 6%
(30:0,8); triton-X-100 0,1%; deoxicolato de sédio 0,1%; persulfato de amdnio 0,05% e
TEMED 0,05%) foi montado entre placas de 8 x 15 cm, com espagadores de 1,0 mm
de espessura. O gel de empilhamento (Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8; acrilamida-bis 4%
(30:0,8); triton-X-100 0,1%; deoxicolato de sédio 0,1%; persulfato de ambnio 0,05% e
TEMED 0,1%) foi montado com a insercdao de pente com o numero de pogos

adequados para aplicagao das amostras. O tampao de corrida, pH 8,0, continha Tris-
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base 3 g/L; glicina 14,4 g/L; triton-X-100 0,1% e deoxicolato de sddio 0,1%. N&o foi
usado padrao de peso molecular.

O extrato enzimatico foi concentrado 20 vezes por ultra-filtracdo em Coluna
Vivaspin 10 KDa MWCO (GE Healthcare), de acordo com recomendagdes do
fabricante. Aliquotas de 15 pL do extrato enzimatico concentrado foram solubilizadas
em tampao de amostra (Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8; triton-X-100 0,2%; deoxicolato de
sédio 0,4% e glicerol 10%) e submetidas a eletroforese por aproximadamente 240
minutos a 40 Volts, a 4°C (em cuba de eletroforese BioRad, modelo Mini-Protein I
Cell). O corante azul de bromofenol (0,05%) foi adicionado ao tamp&do de amostra
sem proteinas e foi aplicado em um poco do gel como controle da corrida

eletroforética, que foi interrompida apos a saida do corante.

3.8.2. Zimograma

Apods a corrida, o gel foi lavado por 15 minutos (sem agitacdo) em tampao
citrato de sadio (50 mM; pH4,8) para retirada do tampao de corrida. Apos a lavagem,
seguindo o protocolo baseado em Pandey e Mishra (1995), o gel foi mergulhado em
placas de Petri contendo tampéao citrato de sédio (50 mM; pH 5,5) e pNPBG (2 mM), e
incubado por 30 minutos a 50°C, sem agitacdo. Apds este periodo, solugdo de
carbonato de sédio (500 mM) foi adicionada, visando parar a reacdo e visualizar
banda(s) de coloracdo amarela.

A banda visualizada foi cortada, dividida em pedacos menores (1 mm?) e, para
ser eluida do gel, incubada em agua destilada a temperatura ambiente por 16 horas.
A amostra eluida foi concentrada em coluna Vivaspin 10 KDa MWCO (GE

Healthcare), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

3.8.3. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As proteinas eluidas do gel foram analisadas por SDS-PAGE. O tampéo de
amostra 4X (Glicerol 30% [v/v]; SDS 9,2% [p/v]; azul de bromofenol 1% [p/v]; B-
mercaptoetanol 20% [v/v]; Tris-HCI 1,0M pH 6,8) foi adicionado a amostra protéica e
incubado a 100°C por 5 minutos. As amostras foram entdo aplicadas em gel de
poliacrilamida 10% contendo SDS. O protocolo utilizado na preparagéo do gel esta
detalhado na tabela 5. No gel também foi aplicado o marcador de peso molecular
(SDS-PAGE Standards, Broad Range — Bio Rad) que apresenta proteinas na faixa de

6,5 a 200 KDa. A separacgéao de proteinas foi realizada através de aplicagdo de campo
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elétrico (100 V), e as bandas foram visualizadas pelo método de coloragdo por

Coomassie Blue R-250.

Tabela 5: Reagentes, com as respectivas quantidades, utilizados na preparacéo do gel de poliacrilamida.

Gel de separagao

Reagente Gel de empilhamento (5%)
(10%)
Agua 1,630 mL 0,855 mL
Acrilamida / Bisacrilamida
1,666 mL 0,255 mL
30% (29,2 : 0,8)
Tampéao Tris 1,5 M/ SDS
1,650 mL
0,4% (p/v) pH 8,8
Tampao Tris 0,5 M / SDS
0,390 mL
0,4% (p/v) pH 6,8
PA 10% 0,05 mL 0,0075 mL
TEMED 0,004 mL 0,0015 mL

3.8.4. Coloracgao de proteinas por Coomassie-Blue R-250

O gel de SDS-PAGE foi incubado em solugao corante contendo acido acético
glacial 9% (v/v); metanol 45% (v/v) e coomassie-Blue R-250 0,1% (p/v) por cerca de 4
horas. Posteriormente, o gel foi lavado com agua e incubado em solu¢ao descorante
contendo &cido acético 7,5% (v/v) e metanol 25% (v/v) até a revelagdo das bandas.

Ambas as etapas foram realizadas a temperatura ambiente e sob agitacao branda.

3.9. Digestao triptica em gel de poliacrilamida

Para posterior analise no espectrometro de massas, as bandas do gel foram
previamente cortadas e descoradas em solugdo de acetonitrila 50% em bicabornato
de amoénio 25 mM, pH 8,8. Esta solucdo descorante foi trocada regularmente,
agitando no vortex, antes e depois, até os géis ficarem completamente descorados.
Apébs o descorante ser removido, os géis foram desidratados 2 vezes com acetonitrila
100%, ficando branco/opaco, e seco em centrifuga a vacuo. As proteinas contidas nas
bandas removidas do gel foram reduzidas com DTT (ditiotreitol) 65 mM em
bicarbonato de aménio 100 mM por 30 minutos, a 56°C em banho-maria. O DTT foi
removido e as proteinas foram alquiladas com lodoacetamida 200 mM em
bicarbonato de aménio 100 mM, por 30 minutos, a temperatura ambiente, no escuro.

Apds serem lavados com bicarbonato de aménio 100 mM, por 10 minutos, os géis
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foram desidratados com acetonitrila 100% por 5 minutos e, posteriormente,
reidratados com bicarbonato de aménio 100 mM por 10 minutos. Os géis foram
novamente desidratados com acetonitrila 100%, 2 vezes de 5 minutos, e secos na
centrifuga a vacuo. Para tripsinizagdo das proteinas, foi adicionada aos géis uma
solugado contendo tripsina (Trypsin Gold Mass — Promega) 25 ng/uL em bicarbonato
de ambnio 40 mM e acetonitrila 10%, e mantido no gelo por 45 minutos para a tripsina
penetrar no gel sem que se inicie a digestdo. Foi adicionada mais solugdo de
bicarbonato de aménio 40 mM e acetonitrila 10% de forma a cobrir os pedacos de gel.
A reacédo foi incubada a 37°C por 16 horas. Em seguida, o gel foi sonicado em
ultrasson por 20 minutos, e apds agitagdo no vortex por 20 segundos, a solugdo com
os peptideos foi removida para outro microtubo. Ao gel restante foi adicionado acido
férmico 5% em acetonitrila 50%, seguido de agitagdo por 20 segundos no vortex e
repouso por 15 minutos em temperatura ambiente. O gel foi sonicado por 2 minutos,
agitado em vortex e a solugdo removida para o microtubo anterior. Este procedimento
foi repetido 2 vezes. A amostra removida para o outro microtubo foi seca em
centrifuga a vacuo. Os peptideos foram estocados em freezer (- 20°C) para posterior

analise por espectrometria de massas.

3.10. Andlise por espectrometria de massas

A andlise dos peptideos por espectrometria de massas foi realizada no Nucleo
de Andlises de Biomoléculas (NuBioMol)/CCB/UFV, utilizando MALDI-TOF-TOF
(Bruker Daltonics). Os peptideos tripticos foram solubilizados em 20 pL de acetonitrila
50% e acido trifluoroacético (TFA) 0,1% para analises por MALDI. Uma aliquota de
1,0 yL da digestao triptica foi misturada a 1,0 yL da matriz acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico e 0,5 uL foi aplicado em placa de MALDI. Os espectros de massas
tripticas foram obtidos em modo refletivo positivo e a fragmentagao por meio do
meétodo do LIFT. Os espectros de massas foram processados usando o software
FlexAnalysis (Bruker). As listas de picos monoisotépicos obtidas foram utilizadas para
pesquisas contra banco de dados de proteinas pelo método de “Peptide Mass
Fingerprinting” utilizando o banco de dados NCBI por meio do pacote computacional
MASCOT, rodando em plataforma local. Os espectros de fragmentacdo MS/MS foram
utilizados para identificacdo das sequéncias de aminoacidos dos peptideos por meio
do método “MS/MS ion search”, utilizando-se o MASCOT. As sequéncias obtidas
foram confirmadas por inspecao visual dos fragmentos de massas utilizando-se o
software FlexiAnalysis. A sequéncia de aminoacidos obtida foi utilizada para pesquisa

no banco de dados NCBI, utilizando o pacote computacional MASCOT search.
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3.11. Purificacdo da BGL extracelular através de Cromatografia Liquida (FPLC)

Para purificagdo utilizando FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), a
enzima extracelular foi obtida através do cultivo da levedura K. marxianus UFV-3 nas
condigbes determinadas pelo experimento de otimizagdo (sec¢ao 3.3). O indculo foi
realizado de modo que a Agy inicial estivesse 0,8. Apds 48 horas de incubacao a
cultura foi centrifugada (10.000 x g por 10 minutos) e o sobrenadante coletado,
denominado extrato bruto, foi utilizado como fonte da enzima para as subseqlientes

etapas de purificagao.

3.11.1. Ultra-filtracao

O extrato bruto foi primeiramente concentrado por ultra-filtragcdo, utilizando
Coluna Vivaspin 10 KDa MWCO (GE Healthcare), a 4500 rpm até a concentracao
final de 10% (v/v). Para o extrato bruto concentrado foram realizados o ensaio

enzimatico bem como a determinagao de proteinas soluveis totais.

3.11.2. Cromatografia liquida de troca iénica

e Passo 1
Uma aliquota do extrato bruto concentrado, com valor de pH previamente
ajustado para 7,0, foi aplicado na coluna de cromatografia liquida de troca anibnica
HiTrap Capto Q (GE Healthcare) de 1 mL, previamente equilibrada com tampao
fosfato de sodio 50 mM pH 7,0. O fluxo foi ajustado para 1,0 mL/minuto. As proteinas
foram eluidas com gradiente crescente de NaCl, de 0 a 1 M, e coletadas em fragdes
de 1mL. As fragbes foram analisadas por ensaio enzimatico para determinar a

concentracao de NaCl na qual a proteina de interesse estava sendo eluida.

e Passo?2

O extrato bruto concentrado, com valor de pH previamente ajustado para 7,0,
foi aplicado na coluna de cromatografia liquida de troca anidénica HiTrap Capto Q (GE
Healthcare) de 1 mL, previamente equilibrada com tampao fosfato de sédio pH 7,0 /
50 mM. O fluxo foi ajustado para 1,0 mL/minuto. A eluicdo foi realizada em passos,
nas concentra¢cdes 100 mM, 200 mM, 400 mM e 1 M de NaCl, e em cada passo
fragcbes de 15 mL foram coletadas. Foi realizado o ensaio enzimatico para cada
fracdo. A fracdo contendo atividade foi separada e determinada a concentragdo de

proteinas sollveis totais.
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e Passo3

A fragéo da etapa anterior foi adicionado 50 mL de tampao fosfato de sédio pH
7,0 / 50 mM e, para retirada do NaCl, foi feita ultra-filtragdo em Coluna Vivaspin 10
KDa MWCO (GE Healthcare). A amostra foi entdo re-cromatografada na Coluna
HiTrap Capto Q (GE Healthcare). A eluigdo com NaCl foi realizada em um passo
inicial de 100 mM, seguida por um gradiente crescente de 100 a 200 mM, e dois
passos finais de 200 mM e 1 M. Fragdes de 1 mL foram coletadas e analisadas por
ensaio enzimatico. As amostras contendo atividade foram unidas e concentradas em
Coluna Vivaspin 10 KDa MWCO (GE Healthcare), sendo realizados o ensaio

enzimatico e a determinagao de proteinas soluveis totais.

3.12. Determinagao da concentracao de proteinas sollveis

A determinagao da concentragio de proteina soluvel nas diferentes etapas de
purificacdo foi realizada através do método BCA - Acido Bicinconinico (Smith et al.,
1985). Este método monitora os ions cobre monovalentes produzidos na reagéo de
proteinas com cobre bivalente, em meio alcalino, pela formagdo de um complexo
colorido com BCA, que absorve luz a 562 nm.

A concentracdo de proteina foi determinada através da curva padrao

preparada com albumina sérica bovina (BSA) (Anexo III).

3.13. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Apos a purificagdo do extrato bruto de K. marxianus UFV-3, o padrao protéico
foi analisado por SDS-PAGE. O tampé&o de amostra 4X (Glicerol 30% [v/v]; SDS 9,2%
[p/v]; Azul de bromofenol 1% [p/v]; B-mercaptoetanol 20% [v/v]; Tris-HCI 1,0M pH 6,8)
foi adicionado a 10 yg de proteinas de cada amostra, e incubado a 100°C por 5
minutos. As amostras foram entdo aplicadas em gel de poliacrilamida 10% contendo
SDS (Tabela 5). No gel também foi aplicado o marcador de peso molecular (SDS-
PAGE Standards, Broad Range — Bio Rad) que apresenta proteinas na faixa de 6,5 a
200 kDa A separacado de proteinas foi realizada através de aplicacdo de campo
elétrico (100 V) e a observacdo das bandas foi possivel apds coloragdo com
Comassie Coloidal G-250.
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3.13.1. Coloragédo de proteinas com Comassie Coloidal G-250

O gel de SDS-PAGE foi submetido a fixacdo de proteinas em metanol 50%
(v/v) e acido fosforico 2% (v/v) por duas vezes de 30 minutos. Em seguida, o gel foi
incubado com solugéo de acido fosforico 2% (p/v) por mais duas vezes de 20 minutos
e, fixado por 30 minutos em solugao de acido fosforico 2% (v/v), metanol 18% (v/v) e
(NH4)2.SO,4 15% (p/v). Posteriormente, foi adicionado, a solu¢ao anterior, 1% (v/v) de
solugdo de Comassie Coloidal G-250 2% (p/v). Para o desenvolvimento da coloracéo
das bandas, o gel foi incubado pelo tempo necessario a visualizagao das bandas
protéicas. Todas as etapas foram realizadas a temperatura ambiente e sob agitacao

branda.
3.14. Especificidade da enzima a diferentes substratos

Para determinagcao da atividade sobre substratos cromogénicos (contendo
pNP), a reacdo enzimatica foi feita da mesma forma como descrito anteriormente

(secdo 3.2), somente variando os substratos (Tabela 9 — secéo 4.8), nas condigcbes

6timas de temperatura e pH.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizagao da producao de BGL extracelular

As técnicas de planejamento fatorial e superficie de resposta, reunidas na
chamada Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), sao estratégias
experimentais eficientes para obtencao de condigdes 6timas em sistemas de multiplas
variaveis (KALIL et al., 2000). Tais técnicas vém sendo empregadas com éxito em
diversas areas da biotecnologia, principalmente na otimizacdo de meios de cultivo
para producio de enzimas (BARBOSA et al., 2010; YIN et al., 2010b), mas também na
otimizagdo de condi¢des para a atividade de diversas enzimas (DAIROT et al., 2008;
FUENTES et al.,, 2010). Dessa forma, utilizamos destas técnicas para estimar a
equacgao que relacionasse a resposta produgdo de BGL com os fatores controlaveis
pH, temperatura, Tween 20 e glicose, a fim de otimizar a producdo de BGL
extracelular por K. marxianus UFV-3. A tabela 6 mostra os fatores, temperatura, pH,
Tween 20 e Glicose, seus niveis codificados e reais, bem como as respostas,
atividade enzimatica, em cada tratamento, representando a producdo de BGL. O
intervalo de valores a serem testados para cada fator, foram determinados com base
na literatura, para o Tween 20, bem como a partir de resultados experimentais obtidos

previamente em nosso laboratorio (LBM/UFV).

Tabela 6: Producdo de BGL extracelular por K. marxianus utilizando diferentes combinagbes de

temperatura, pH, Tween 20 e Glicose.

Variaveis independentes* Atividade
Tratamento  Temperatura Tween 20 Glicose enzimatica**
°C PH % % U.mL"
1 31,5 (-1) 4,75 (-1) 0,05 (-1) 3(-1) 5.23
2 38,5 (+1) 4,75 (-1) 0,05 (-1) 3(-1) 7,04
3 31,5 (-1) 6,25 (+1) 0,05 (-1) 3(-1) 4,10
4 38,5 (+1) 6,25 (+1) 0,05 (-1) 3(-1) 2,73
5 31,5 (-1) 4,75 (-1) 0,15 (+1) 3(-1) 5,13
6 38,5 (+1) 4,75 (-1) 0,15 (+1) 3(-1) 6,68
7 31,5 (-1) 6,25 (+1) 0,15 (+1) 3(-1) 4,43
8 38,5 (+1) 6,25 (+1) 0,15 (+1) 3(-1) 2,81
9 31,5 (-1) 4,75 (-1) 0,05 (-1) 5 (+1) 4,22
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10 38,5 (+1) 4,75(-1) 0,05 (-1) 5 (+1) 7,68

11 31,5 (-1) 6,25 (+1) 0,05 (-1) 5 (+1) 6,46
12 38,5 (+1) 6,25 (+1) 0,05 (-1) 5 (+1) 5,39
13 31,5 (-1) 475(-1) 0,15 (+1) 5 (+1) 4,31
14 38,5 (+1) 475(-1) 0,15 (+1) 5 (+1) 6,92
15 31,5 (-1) 6,25 (+1) 0,15 (+1) 5 (+1) 4,87
17 28 (-q) 5,5 (0) 0,1(0) 4 (0) 6,11
18 42 (+a) 5,5 (0) 0,1(0) 4 (0) 5,12
19 35 (0) 4,0 (-a) 0,1 (0) 4 (0) 3,21
20 35 (0) 7.0 (+a) 0,1(0) 4 (0) 5,11
21 35 (0) 5,5 (0) 0 (-a) 4(0) 13,45
22 35 (0) 5,5 (0) 0,2 (+a) 4(0) 10,76
23 35 (0) 5,5 (0) 0,1(0) 2 (-a) 8,36
24 35 (0) 5,5 (0) 0,1 (0) 6 (+a) 10,55
25 35 (0) 5,5 (0) 0,1 (0) 4 (0) 10,75
26 35 (0) 5,5 (0) 0,1(0) 4 (0) 11,41
27 35 (0) 5,5 (0) 0,1(0) 4 (0) 11,37
28 35 (0) 5,5 (0) 0,1(0) 4 (0) 11,10
29 35 (0) 5,5 (0) 0,1(0) 4 (0) 10,99

* S&o apresentados os valores reais e codificados (entre parénteses) para as variaveis independentes
temperatura, pH do meio, Tween 20 e glicose.

** Variavel independente.

A partir da andlise de regressao dos dados experimentais obtidos, foi gerado o

modelo expresso pela equagao (1):

AE =-295,92 + 10,1661 T + 41,3599 P + 6,99310 G - 0,144369 T2 - 3,79071 P> - 0,808376 G>
(1)

Onde AE corresponde a atividade enzimatica (U), T a temperatura, P ao pH do meio, e

G a concentragcao de glicose, em valores nao codificados. Os termos dos efeitos

lineares e quadraticos da concentragcdo de Tween 20, e os termos dos efeitos das
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interagdes entre os fatores experimentais, foram descartados por ndo apresentarem
significdncia segundo teste t (a = 0,05).

A analise deste modelo foi realizada por analise de variancia (ANOVA) (Anexo
IV) e demonstrou um valor de p < 0,05 (p = 0,000), indicando que o modelo foi
significativo. O valor R? indica que 73,53% da variacdo foi explicada pelo modelo.
Assim, a variagdo considerada pelo modelo é significativamente maior do que
possiveis variagoes ao acaso. Este modelo ainda ndo possui um ajuste que permita
estimar a produgao de BGL extracelular a partir de determinadas combinagdes dos
fatores, mas fornece uma boa indicacdo das relagdes existentes entre os fatores e
entre os fatores e a variavel resposta.

O grafico de contorno e a superficie de resposta, gerados a partir dos dados
obtidos, sao apresentados nas Figuras 9 e 10. A producdo maxima de BGL
extracelular foi observada no intervalo de temperaturas entre 32,5 e 37,5°C, nas
concentragdes de glicose entre 3,5 e 5,5% e, nos valores de pHs entre 5,0 e 6,0;
abrangendo o ponto central do experimento (35°C, 4% de glicose e pH 5,5). Desta
forma, a combinacdo de condigcbes, temperatura, concentracdo de glicose e pH do
meio, proximas ao ponto central foram consideradas 6timas para produgao da BGL
extracelular de K. marxianus UFV-3. Pode-se observar a existéncia de uma faixa
otima, ou seja, varias combinag¢des dos fatores nesta faixa podem ser utilizadas de
modo a fornecer o mesmo resultado, 0o que permite a escolha de niveis mais
econdmicos dos fatores de interesse.

Os coeficientes e o teste T para os mesmos estao apresentados no Anexo V. A
analise destes coeficientes codificados (anexo V) nos permite concluir que o pH é o
fator que exerce a maior influéncia sobre a producdo da BGL extracelular por K.
marxianus, seguido pela temperatura de cultivo €, com uma menor contribuicdo, esta
concentracao de glicose. Esta interpretacdo também pode ser observada analisando

as curvas de superficie de resposta (Figura 10).
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Atividade (U/mL)
Atividade (U/mL)

7 pH*Temp 6 b glicose*Temp nmol
pNP/min.mL
(24hs)
6 5] [ ] < -50
MW 50- -25
19 ® . 2,5 — 0,0
5 0,0 — 2,5
3 25 - 5,0
- 50 — 7,5
4 2 B 75- 100
30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 ] > 10,0
Hold Values
Temp 35
pH 55
glicose 4

Figura 9: Graficos de contorno da produgéo esperada de BGL extracelular por K. marxianus como uma
fungéo de: (a) pH e temperatura, fixando 4% de glicose. (b) glicose e temperatura, fixando o pH 5,5. (c)

glicose e pH, fixando a temperatura de 35°C. A produgao € representada pela atividade enzimatica (U/mL)

Atividade (U/mL)

Hold Values
Temp 35
(@) (b) pH 55
glicose 4
m 12
5 8
u/mL u/mL
0 4
6
-5 0
4glicose
30
Temp 40 Tem::;5 20 2

(c)

12

8
u/mL

mhog

6

4glicose

55 65 2

Figura 10: Superficies de resposta da producdo esperada de BGL extracelular por K. marxianus como
uma fungéo de: (a) pH e temperatura, fixando 4% de glicose. (b) glicose e temperatura, fixando o pH 5,5.
(c) glicose e pH, fixando a temperatura de 35°C. A producgéo é representada pela atividade enzimatica
(U/mL).

42



4.2. Determinacgao da temperatura e pH 6timos

Para determinar a temperatura e o pH de maior atividade da enzima, foram
realizados ensaios iniciais, com o sobrenadante de cultura, avaliando o efeito que
estes parametros exercem na atividade B-glicolitica. Observamos que o maximo da
atividade ocorre em torno do pH 5,0 e que esta tende a diminuir com o aumento do pH
a partir deste ponto (Figura 11), indicando que valores de pH tendendo ao acido sao
mais apropriados para o desempenho desta enzima. Ao avaliar o efeito da
temperatura, foi observado que o aumento desta demonstrou efeito positivo na
atividade enzimatica (Figura 12); o efeito negativo exercido por valores acima de 60°C
sugere uma desnaturagao térmica.

Estes experimentos independentes ndo demonstram o efeito de possiveis
interagdes entre os parametros e, por isso, estes resultados podem n&o corresponder
as condigdes 6timas de bioprocessos. Portanto, para determinar as 6timas condigdes
(temperatura e pH) para a atividade de BGL, estes dados (Figura 11 e 12) foram
utilizados como base para o planejamento do experimento DCCR, e estimagdo do
modelo de superficie de resposta. A tabela 7 mostra as variaveis independentes
(temperatura e pH) e seus niveis codificados e reais, bem como a resposta obtida para

a variavel dependente (atividade) em cada combinagao de tratamento.

40 -
35 -
30
25 -

U/mL

20 -
15 -
10 -

Figura 11: Efeito do pH na atividade enzimatica. Atividade (U/mL) do sobrenadante da cultura de K.

marxianus UFV-3, utilizando pNPBG como substrato, nos diferentes valores de pH, indicados no grafico.
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40 A
35 +
30 A
25 A
20 ~
15 -
10 -

U/ mL

20 30 40 50 60 70
Temperatura(°C)

Figura 12: Efeito da temperatura na atividade enzimatica. Atividade (U/mL) do sobrenadante da cultura

de K. marxianus UFV-3, utilizando pNPBG como substrato, nas temperaturas, indicadas no grafico.

Tabela 7: Atividade da BLG (U/mL), frente ao substrato pNPBRG, em diferentes combinagdes de

temperatura e pH.

Tratamento Variaveis independentes* Atividade enz_i1mética**
Temperatura °C pH (U.mL™)
1 40 (-1) 4,5 (-1) 25,22
2 40 (-1) 6,5 (+1) 12,24
3 66 (+1) 4,5 (-1) 12,36
4 66 (+1) 6,5 (+1) 41,32
5 53 (0) 4,0 (-a) 21,35
6 53 (0) 7,0 (+a) 11,39
7 35 (-a) 5,5 (0) 15,75
8 71 (+a) 5,5 (0) 8,73
9 53 (0) 5,5(0) 42,32
10 53 (0) 5,5 (0) 41,80
11 53 (0) 5,5 (0) 41,41
12 53 (0) 5,5 (0) 44,71
13 53 (0) 5,5 (0) 46,13

* S&o apresentados os valores reais e codificados (entre parénteses) para as variaveis independentes

(temperatura e pH) ** Variavel dependente

44



A partir da analise de regresséo dos dados experimentais obtidos, foi gerado o

modelo expresso pela equagao (2):

AE = - 578,069 + 138,07 P + 9,61257 T - 12,8586 P*- 0,0915863 T°
(2)

Onde AE corresponde a atividade enzimatica (U), T a temperatura e P ao pH do meio
reacional.

A analise de variancia (ANOVA) (Anexo VI) deste modelo apresentou valor de
p < 0,05 (p = 0,001), indicando que o modelo foi significativo. O valor R? indica que
84,08% da variagéao foi explicada pelo modelo. Assim, a variacdo considerada pelo
modelo é significativamente maior do que possiveis variagdbes ao acaso. Logo, o
modelo é confidavel e adequado para a representacdo dos efeitos, relagdes e
interagdes entre temperatura, pH e atividade enzimatica e, para estimar a resposta em
funcao destes fatores no intervalo estudado.

Os coeficientes e o teste T para os mesmos estao apresentados no Anexo VII.

O grafico de contorno e a superficie de resposta, gerados a partir dos dados
obtidos, sdo apresentadas nas figuras 13 e 14, respectivamente. Nas condi¢des de
reacao utilizadas, a atividade enzimatica maxima foi observada nos intervalos de
temperaturas entre 45 - 60°C, e pHs entre 4,8 — 6,0, abrangendo o ponto central do
experimento (Figuras 13 e 14). Portanto, a combinagéo de temperatura e pH do ponto
central (53°C e pH 5,5) foi considerada 6tima para a atuagao desta BGL. Esta ampla
area de desempenho maximo permite a exploragcdo de inUmeras combinacdes entre
valores de temperatura e pH, determinando a versatilidade potencial desta enzima
para aplicacdo em diversos processos.

A maioria das BGLs fungicas exibem temperatura étima para atividade entre 40
e 50°C e valores 6timos de pH entre 4,0 e 6,0 (CHEN et al., 1994; SAHA et al., 1996;
KARNCHANATAT et al., 2007; DAIROT et al., 2008; GONZALEZ-POMBO et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2009; PAL et al.,, 2010), coincidentes com os valores 6timos

encontrados para a BGL extracelular de K. marxianus.
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Atividade vs temperatura; pH
°

Atividade (U/mL)
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Figura 13: Grafico de contorno para os efeitos de temperatura e pH sobre a atividade (U/mL) da BGL

extracelular.

Atividade vs temperatura; pH

-

Atividade (U/mL) 20
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50 temperatura (°C)

40
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Figura 14: Superficie de resposta para os efeitos de temperatura e pH sobre a atividade (U/mL) da BGL
extracelular.
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4.3. Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica da BGL foi analisada a 60°C por 30 horas, em intervalos
de 2 horas. Apds o respectivo periodo de incubacio o ensaio enzimatico foi realizado,
e a atividade residual foi expressa como porcentagem da atividade no tempo zero. Os
resultados estdo apresentados na figura 15. Apds duas horas de pré-incubagao a
enzima manteve 71% da atividade observada no controle, apresentando meia-vida de
4 horas.

Apesar de alguns estudos demonstrarem que a estabilidade térmica em fungos
filamentosos é superior a observada em leveduras e bactérias (SARRY e GUNATA,
2004; SESTELO et al., 2004), a BGL extracelular de K. marxianus apresentou valores
melhores ao observado para as BGLs extracelulares dos fungos A. niger, A.
carbonarius e Trichoderma harzianum que mantiveram 64% e 53% da atividade, apds
2 horas, e 36% apo6s 15 minutos, a 60°C, respectivamente (JUGER et al., 2001; YUN
et al., 2001). E, ainda, em comparagao aos nossos resultados, a BGL extracelular do
fungo Fusarium oxysporum apresentou meia-vida de apenas 109 minutos a 60°C
(CHRISTAKOPOQULOS et. al, 1994); e, nos fungos Xylaria regalis, Cladosporium
resinae e Humicola grisea, a BGL extracelular foi rapidamente inativada quando pré-
incubada por 30 minutos a 60°C (WEI et al., 1996; OH et al., 1999; NASCIMENTO et
al., 2009).

120

100 -

80

60

40

20

Atividade relativa (%)

0] 5 10 15 20 25 30 35

Tempo de pré-incubagao (horas)

Figura 15: Termoestabilidade da BGL extracelular a 60°C. Atividade relativa (% em relagéo ao controle —
enzima nao incubada) do sobrenadante da cultura de K. marxianus UFV-3, pré-incubado a 60°C nos

tempos indicados no grafico, utilizando pNPBG como substrato.
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4.4. Hidrdlise da celobiose

O extrato enzimatico foi testado, ainda, quanto a capacidade de hidrolisar
celobiose, pela incubagao desse com celobiose 100 mM em tampao citrato de sédio
(50 mM; pH 5,5), por 30 horas. A cada 6 horas aliquotas foram coletadas e a glicose
liberada na reagdo foi mensurada utilizando o Glucose (HK) Assay Kit (Sigma).
Observamos um crescente aumento da concentragdo de glicose no decorrer da
reacao (Figura 16), demonstrando a capacidade da BGL extracelular de K. marxianus

em hidrolisar esse dissacarideo.

2,25
2,00
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25 |
0,00

glicose (g/L)

0] 6 12 18 24 30 36

Tempo (hs)

Figura 16: Glicose liberada durante a hidrolise da celobiose pela BGL extracelular de K. marxianus. A
hidrélise foi avaliada utilizando o sobrenadante da cultura de K. marxianus UFV-3, e a glicose liberada foi
determinada utilizando o Glucose (HK) Assay Kit (Sigma).

4.5. Purificagao parcial da BGL através de eletroforese ndo-desnaturante em gel

de poliacrilamida

Para purificacdo parcial da BGL extracelular de K. marxianus o extrato
enzimatico foi concentrado e submetido a eletroforese nao-desnaturante (PAGE).
Apdés a corrida eletroforética a atividade B-glicolitica foi localizada através de
zimograma utilizando o substrato pNPBG, sendo observada uma banda de atividade,
de coloragdo amarela (Figura 17a). Esta banda foi excisada do gel e, apds ser eluida
em agua, foi aplicada em gel desnaturante (SDS-PAGE). A colora¢do do gel revelou
duas bandas mais evidentes (Figura 17b; indicadas pelas setas), acima de 45 KDa.

Sugerimos que estas bandas poderiam corresponder a duas subunidades de uma
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mesma BGL, ou a duas isoformas de BGLs diferentes. As bandas foram numeradas (1

e 2) para facilitar a analise de espectrometria de massas.

200 KO3 =

116 KDa
97 4 kDa -

66,2 KDa

45 K03

31 kKDa

(a} 21.5HDa L

Figura 17: (a) Zimograma realizado com substrato pNPBG apdés PAGE. (b) SDS-PAGE das proteinas
eluidas do gel nativo, apés zimograma. M: marcador de peso molecular; P: padrdo protéico apds
purificagdo parcial por zimograma. As setas indicam as bandas majoritarias apos coloragdo com

comassie-blue.

4.6. Analise por espectrometria de massas

As duas bandas mais evidentes, visualizadas no SDS-PAGE, foram excisadas
do gel, submetidas a digestao triptica e analisadas por espectrometria de massas. Os
espectros de massas foram processados usando o software FlexAnalysis (Bruker).
Podemos observar, pela analise dos espectros de massas, que o padrdao de
fragmentacao é semelhante para ambas as proteinas analisadas (Figura 18) e, assim,
supde-se que se trata de isoformas de uma mesma enzima. As analises pelo método
“Peptide Mass Fingerprinting” néo apresentou resultados conclusivos, e nao foi
possivel obter informagdes confiaveis, uma vez que o equipamento (MALDI-TOF-TOF
— Bruker Daltonics) estava instavel, apresentando um erro nas massas em torno de
1,0 Dalton.

O ion 2226 (em destaque, na figura 18), foi escolhido para fragmentagao
MS/MS; e, o espectro obtido foi utilizado para identificagdo da seqUéncia de
aminoacidos pelo método “MS/MS ion search”, utilizando-se o MASCOT. A seqléncia
obtida foi confirmada por inspecado visual dos fragmentos de massas utilizando-se o
software FlexiAnalysis. O espectro e a seqiéncia de aminoacidos (em destaque) do

ion 2226 podem ser observados na figura 19.
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Figura 18: Espectro de massas das proteinas: (a) corresponde a banda 1 (b) corresponde a banda 2 na

figura 17b. Os circulos verdes destacam o

fragmentado, posteriormente.
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Figura 19: Espectro de massas do ion 2226. O circulo verde destaca a seqiiéncia de aminoacidos do ion.
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A pesquisa no MASCOT search, com a sequéncia de aminoacidos obtida
(VWVDLHGAPGSQNGFDNSGLR), identificou uma possivel p-1,3-glicosidase. O valor
do score foi 75, indicando uma alta identidade (p < 0,05). Dentre as 3-1,3-glicosidases
listadas nesta analise, foi encontra uma proteina hipotética de K. lactis (Figura 20),
com um score de 74. Ao analisar a seqliéncia desta proteina no software protein blast
foi identificada como pertencente a uma superfamilia de celulases, com um elevado

valor de score (>= 200) (Figura 21).
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CEI BLAST search of gi]50304958 against nr

Unformatted sequence ztring for pasting into other applications

Taxonomy: Kluyveromyces lactiszs HERL ¥-1140
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Figura 20: Seqiiéncia hipotética da -1,3-glicosidase de K. /actis, identificada na pesquisa no MASCOT
search com alta homologia as proteinas em estudo. Em vermelho esta destacada a seqiiéncia de

aminoacidos do ion 2226.
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Figura 21: Resultado na andlise no protein blast que identificou a proteina hipotética de K. lactis como

pertencente a uma superfamilia de celulases.

IGARASHI e colaboradores (2003) relataram uma BGL extracelular do fungo
Phanerochaete chrysosporium, previamente identificada como uma glicosil hidrolase
da familia 3 (GH3) deste mesmo fungo, como sendo uma -1,3-glicosidase capaz de
hidrolisar celobiose e outros substratos (3-glicosidicos, tais como laminaribiose (3-1,3-
glucobiose), soforose (B-1,2-glucobiose) e gentiobiose (B-1,6-glucobiose). Estudos
com uma B-1,4-glicosidase like (identificada previamente por similaridade de
sequéncia) da cianobactéria Synechocystis PCC6803, demonstraram que essa era um
novo tipo de glicosil hidrolase da familia 9 (GH9) na qual hidrolisa preferencialmente
ligacbes B-1,3-1,4-glicosidicas, sendo entdo renomeada para [(-1,3-1,4-glicosidase
(TAMOI et al., 2007; FUKAMIZO et al., 2008). Estes trabalhos demonstram certa
relacao filogenética entre B-1,3 e 3-1,4-glicosidases e ainda, uma certa promiscuidade
destas enzimas. Tais comparagdes nos levam a construir hipéteses, com base em
nossos resultados, de que a BGL extracelular de K. marxianus pode ser uma B-1,3-
glicosidase ou, ainda, trata-se de uma B-1,3-1,4-glicosidase, com atividade B-1,4-
glicosidica, capaz de hidrolisar celobiose (conforme demonstrado na seg¢do 4.4).
Quanto a capacidade desta BGL extracelular de K. marxianus em hidrolisar ligagoes [3-
1,3-glicosidicas, ndo podemos concluir ou afirmar nada, uma vez que essa nao foi

testada.
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4.7. Purificagao parcial da BGL através de Cromatografia Liquida (FPLC)

Primeiramente, o sobrenadante da cultura foi concentrado por ultra-filtracdo
(Coluna Vivaspin 10KDa — GE Healthcare). Esta coluna possui uma membrana vertical
semipermeavel de polietersulfona que tolera altas taxas de fluxo e permite a
concentragao da amostra. O processo de purificagdo da BGL consistiu de 2 etapas, o
resumo deste processo esta apresentado na tabela 8. Enquanto que no extrato bruto
concentrado observou-se atividade especifica de 113 U/mg de proteina, a atividade
especifica obtida ao final da purificagdo parcial foi de 3927,6 U/mg de proteina,
representando um fator de purificacdo de 35 vezes, e com recuperagdo de 50% da

enzima (tabela 8).

Tabela 8: Tabela da purificagéo parcial por FPLC da BGL extracelular de K. marxianus UFV-3.

Atividade Atividade

Etapa de Vol Atividade Proteina ) Fator de Recuperagao
L especifica total L
purificagdo (mL) (U/mL) (mg/mL) purificacdo (%)
(U/mg ptn) V)
Ultra-filtragao 40 113,0 1,0 113,0 4520 1,0 100
Troca ibnica 1 2,5 962,4 0,478 2013,4 2406 18,0 53
Troca ibnica 2 2,5 911,2 0,232 3927,6 2278 35,0 50

O extrato bruto concentrado foi previamente ajustado para o pH 7,0 e, um mL
desse foi aplicado em coluna de cromatografia liquida de troca anidénica HiTrap Capto
Q, equilibrada com tampao fosfato de sédio (50 mM; pH 7,0) e eluida com gradiente
crescente de 0 a 1 M de NaCl. Na eluicdo foram coletadas 30 fragdes de 1 mL, e
puderam ser observados trés picos de proteina e um pico de atividade enzimatica
(Figura 22). Uma vez a atividade nao foi bem definida em um pico de proteinas, foi
decidido fazer outra cromatografia de troca anidnica e fazer uma eluicdo em passos

para, assim, separar melhor as proteinas.
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Figura 22: Perfil cromatografico da cromatografia por troca anidnica em coluna HiTrap Capto Q; eluigéo

por gradiente crescente de NaCl.

O extrato bruto concentrado foi entdo novamente aplicado na coluna HiTrap
Capto Q, e esta etapa foi denominada de troca idnica 1; a eluicdo em passos, coletada
em fracbes de 10 mL, apresentou quatro picos, e apenas um pico de atividade
enzimatica, eluido a 200 mM de NaCl (Figura 23). Ao analisar o grafico de absorvéancia
a 280 nm, que corresponde a proteinas, observamos que a BGL foi significativamente
purificada nesta etapa, uma vez que um grande numero de proteinas foi eliminado nas
fragbes descartadas (proteinas nao-ligantes; eluidas em 0,1; 0,3 e 1 M de NaCl)
(Figura 23).

A fracao contendo atividade, apds retirada do sal, foi re-cromatografada na
Coluna HiTrap Capto Q. A eluicao com NaCl foi realizada em um passo inicial de 100
mM, seguida por um gradiente crescente de 100 a 200 mM, e dois passos finais de
200 mM e 1 M. Esta etapa, denominada de troca idnica 2, foi realizada para tentar
separar a BGL de possiveis proteinas que ainda estejam na amostra. Na eluicdo em
gradiente obtiveram-se dois picos sobrepostos e ambos apresentaram atividade

enzimatica (Figura 24).
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Figura 23: (a) Perfil cromatografico da cromatografia por troca aniénica em coluna HiTrap Capto Q;

eluicdo em passos de concentragdes de NaCl. (b) Atividade das fragdes coletadas.
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Figura 24: Perfil cromatografico da cromatografia por troca anidnica em coluna HiTrap Capto Q; eluigdo

em passos e em gradiente de concentragdes de NaCl.

55




Foi concluido, entdo, que estes dois picos representam as duas bandas mais
evidentes observadas da purificagdo parcial em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante
(secéo 4.5) e, para confirmar esta hipétese, as fragdes com maior atividade (30-40 mL)
foram reunidas, concentrada em coluna Vivaspin 10 KDa, e analisada por SDS-PAGE
(Figura 25). A coloracdo do gel confirmou a suspeita anterior, ao revelar as mesmas
duas bandas majoritarias (indicadas por setas) observadas no processo de purificagao
por zimograma. Podemos concluir também com este gel (figura 25), a eficiéncia do
processo de purificagado por FPLC, uma vez que a mesma quantidade de proteinas (10
Mg) foi aplicada em cada pocgo e, nota-se uma evidente concentracao das bandas
(indicadas por seta) que correspondem a BGL extracelular de K. marxianus, ao passo
que as outras proteinas contidas no extrato bruto ndo apresentam este perfil de
concentracao e portanto devem ter sido eliminadas. As proteinas “contaminantes” que
ainda se encontram na amostra (duas em torno de 97 KDa e uma acima de 31 KDa),
podem ser eliminadas por mais um passo de cromatografia liquida de exclusao

molecular, sendo que a realizagcdo dessa € uma perspectiva a ser desenvolvida.

EB Q1 Q2
200 KD ——

6kHDa —=
74102 — SU

£6.2102 — S

g
— 1 2
45kDa — 3 ——— -

R —

STKDI — S

N EKDE — -

Figura 25: SDS-PAGE das amostras (10 pug de proteinas) de cada etapa do processo de purificagéo por
FPLC. M: marcador de peso molecular. EB: extrato bruto concentrado por ultra-filiragdo. Q1: Fragao

coletada na cromatografia de troca i6nica 1. Q2: Fragao coletada na re-cromatografia de troca iénica 2.

4.8. Especificidade da BGL a diferentes substratos

A BGL extracelular de K. marxianus, parcialmente purificada, apresentou baixa
taxa de hidrolise (0-4%) dos substratos pNPaG, pNPBMan, pNPaMan, pNPBGal,

pNPaGal, mNPaGal, oNPaGal, pNPaAra, em comparagdao com a hidrélise do
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substrato padrdo pNPBRG (100%) (Tabela 9). A taxa de hidrélise dos substratos
pNPBCb, pNPBXyl e oNPBRG foi de 28, 16 e 6,5%, respectivamente, em relagdo a
hidrélise do pNPBG.

Tabela 9: Especificidade da BGL parcialmente purificada em relacdo a diferentes substratos

cromogénicos®.

Substrato 2 mM Atividade relativa (%)
pNP-B-D-glicopiranosideo (substrato padrao) 100
oNP-B-D-glicopiranosideo 6,5
pNP-a-D-glicopiranosideo 3,2
pNP-B-D-manopiranosideo 4,0
pNP-a-D-manopiranosideo 2,9
pNP-B-D-galactopiranosideo 2,7
pNP-a-D-galactopiranosideo 3,8
mNP-a-D-galactopiranosideo 0,74
oNP-a-D-galactopiranosideo 1,8
pNP-B-D-xilopiranosideo 16,2
pNP-a-D-arabnopiranosideo 2,6
pNP-B-D-celobiosideo 28,2

* Experimentos realizados em duplicata

Estes resultados demonstram, portanto, uma alta especificidade da enzima
para substratos com configuragdo (3-anomérica, uma vez que essa nao apresentou
eficiéncia na hidrélise de nenhum dos substratos a-glicosidicos testados. E, ainda esta
BGL extracelular de K. marxianus demonstra uma certa especificidade por glicose,
pois nao apresentou atividade sobre outros agucares (manose, galactose e arabinose),
exceto para xilose. Trabalhos anteriores demonstraram BGLs com atividade B-
xilosidase (CAl et al., 1998; WALLECHA e MISHRA, 2003; MAMMA et al., 2004).
Outros substratos devem ser testados para se obter uma melhor conclusao sobre a
especificidade desta BGL extracelular de K. marxianus. Com base nos resultados da
analise por espectrometria de massas (segdo 4.6), sugere-se o teste utilizando

substratos naturais com ligagdes 3-1,3-glicosidicas.
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5. CONCLUSOES

Uma nova B-glicosidase foi identificada na levedura K. marxianus UFV-3, sendo
essa uma enzima secretada, diferente da B-glicosidase intracelular, previamente
descrita na literatura. Apesar de ter sido identificada como uma [-1,3-glicosidase, por
analise MS/MS, esta BGL extracelular foi capaz de hidrolisar celobiose (B-1,4). A
producdo da BGL extracelular por K. marxianus UFV-3 foi otimizada e, uma vez que foi
possivel observar uma faixa 6tima de produgado, varias combinacbes dos fatores
podem ser utilizadas de modo a fornecer o mesmo resultado, o que permite a escolha
de niveis mais econdmicos dos fatores de interesse. A 6tima atuagdo da enzima foi
observada em pHs de 4,8 — 6,0 e temperaturas de 45 - 60°C, valores coincidentes com
0 observado para a maioria das BGLs fungicas. Esta ampla area de desempenho
permite a exploracdo de inumeras combinagdes entre temperaturas e pHs,
determinando a versatilidade potencial desta enzima para aplicagdo em diversos
processos. A purificacdo da BGL extracelular de K. marxianus, por FPLC, foi um
processo rapido e eficiente, o que facilitara um posterior estudo de caracterizacao e
identificagdo mais detalhado desta enzima.

O fato de K. marxianus, uma levedura fermentadora, ser capaz de secretar
uma [B-glicosidase abre uma nova perspectiva para aplicacdo desta levedura na

producao de etanol celuldsico.
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ANEXOS
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Anexo |: Grafico Absorvancia 420nm x Concentragdo de p-nitrofenol em uymol/ml. Curva padrao utilizada
para estimativa do valor de atividade de celulase pelo método do p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo descrito

na metodologia.
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Anexo II: Grafico semi-logaritmico da atividade relativa x tempo de pré-incubagdo (a 60°C) em horas.

Curva padrao utilizada para estimativa do tempo de meia-vida da BGL extracelular em horas.
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Anexo llI: Grafico Absorvancia 562 nm x concentracdo de soro albumina sérica (BSA) em pg/mL. Curva

padrao utilizada para estimativa da concentragcéo de proteinas soluveis totais.

GL SQ SQ adj QM ad;j F p

Regressao 6 190,094 190,094 31,6824 10,18 0,000
Linear 3 9,253 9,253 3,0845 0,99 0,415
Quadratica 3 180,841 180,841 60,2803 19,38 0,000

Erro residual 22 68,447 68,447 3,112
Falta de ajuste 8 60,795 60,795 7,5994 13,90 0,000

Erro Puro 14 7,652 7,652 0,5466

Total 28 258,541

Anexo IV: Tabela da Analise de Varidncia (ANOVA) da regressao dos dados obtidos na otimizacdo da
produgdo da BGL extracelular por K. marxianus UFV-3 (segdo 4.1). GL: graus de liberdade. SQ: soma de
quadrados. SQ adj: soma de quadrados ajustada. QM adj: Quadrado médio. F: valor calculado para o

teste F da ANOVA. p: valor de probabilidade de erro na rejeicéo de Ho.

Coef T p
Constante 10,8913 16,797 0,000
Temp 0,4222 0,586 0,564
pH -0,5069 -0,704 0,489
glicose 1,0522 1,461 0,158
Temp*Temp -7,0741 -5,201 0,000
pH*pH -8,5291 -6,271 0,000
glicose*glicose -3,2335 -2,377 0,027

Anexo V: Tabela dos coeficientes codificados (Coef) com respectivo valor calculado para o teste T (T) e
propabilidade de erro de rejeicdo de Ho (p), determinados a partir dos dados obtidos na otimizagdo da

producao da BGL extracelular por K. marxianus UFV-3 (segéo 4.1).
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GL sQ SQadj QM ad; F D

Regressao 4 2416,10 2416,10 604,03 16,85 0,001
Linear 2 23,17 23,17 43,47 1,21 0,347
Quadratica 2 2392,93 2392,93 1196,47 33,37 0,000
Erro residual 8 286,84 286,84 35,85
Falta de ajuste 4 270,07 270,07 67,52 16,10 0,010
Erro Puro 4 16,77 16,77 4,19
Total 12 2702,94

Anexo VI: Tabela da Andlise de Variancia (ANOVA) da regressdo dos dados obtidos na determinacéo de
temperatura e pH 6timos para atividade da BGL extracelular por K. marxianus UFV-3 (sec¢édo 4.2). GL:
graus de liberdade. SQ: soma de quadrados. SQ adj: soma de quadrados ajustada. QM adj: Quadrado

médio. F: valor calculado para o teste F da ANOVA. p: valor de probabilidade de erro na rejeicéo de Ho.

Coef T P
Constante 44 ,541 16,924 0,000
pH -5,062 -1,515 0,168
temperatura -1,720 -0,571 0,584
pH*pH -28,932 -6,174 0,000

temperatura*temperatura -29,674 -6,503 0,000

Anexo VII: Tabela dos coeficientes codificados (Coef) com respectivo valor calculado para o teste T (T) e
propabilidade de erro de rejeicdo de Hy (p), determinados a partir dos dados obtidos na determinagédo de

temperatura e pH 6timos para atividade da BGL extracelular por K. marxianus UFV-3 (segdo 4.2).
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