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RESUMO

Latarullo M. Caracterizacao de uma endopoligalacturonase (scEPG1) de cana-de-agucar e
suas implicagdes para a produgéao de etanol. [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2018.

O maior desafio para a produgéo de bioenergia continua sendo a precisa desconstru¢ao da parede
celular de vegetal. Tendo em vista viabilizar a produgao de etanol de segunda geragéo (2G) em
larga escala, bem como otimizar o procedimento de produgao do etanol de primeira geragao (1G),
estudos vém sendo desenvolvidos com foco na produgdo de enzimas lignoceluldsicas,
principalmente as de origem fungica. Esses estudos visam o aperfeicoamento de coquetéis
enzimaticos, compostos principalmente por enzimas que atacam celulose e hemiceluloses. No
entanto, sabemos que as paredes celulares vegetais possuem também pectinas e recentemente
foi demonstrado que pectinases podem melhorar sensivelmente o processo de hidrélise (até 30%).
Apods o levantamento de dados referentes a diferentes enzimas pectinoliticas denominadas
endopoligalacturonases (EPGs) ja caracterizadas e catalogadas no banco de dados CAZy, foi
possivel verificar que aquelas produzidas por fungos filamentosos contabilizam mais de 65%. A
partir disso foi realizada uma analise filogenética de todas as EPGs caracterizadas produzidas por
diferentes organismos. O resultado demonstrou que enzimas dessa familia produzidas por
bactérias — também com interesse biotecnolégico — sdo mais proximas de plantas do que dos
préprios fungos. Além disso, a proporgao de enzimas caracterizadas de bactérias e plantas era
significativamente menor que o observado para EPGs de fungos. Isso evidenciou uma lacuna no
conhecimento sobre enzimas de plantas, ainda pouco exploradas no contexto de biotecnologia e
bioenergia. Este trabalho apresenta a clonagem, expressao heterologa e caracterizagdo da EPG
de cana-de-agucar recombinante. O principal objetivo é obter informagdes a respeito de uma
enzima com atividade chave na degradagao de parede celular, haja vista ter sido ela isolada de
um processo de ataque enddgeno a pectina da prépria cana-de-agucar. Como resultado, a
endopoligalacturonase de Saccharum sp. foi eficientemente expressa em sistema de expressao
heterélogo com Pichia pastoris X33. O clone produtor selecionado gerou os maiores valores de
proteinas totais no sobrenadante de cultivo com 96 horas de indugido com metanol. A partir do
extrato bruto do sobrenadante coleta, os melhores valores de atividade enzimatica foram obtidos
quando da incubagédo por 22 horas a 45 °C em tampao acetato de sddio pH 5,0. Sais, detergentes
e quelantes atuaram como inibidores da atividade enzimatica e, por outro lado, o agente redutor
ditiotreitol (DTT) foi responsavel pelo incremento de atividade enzimatica. Por fim, os parametros
cinéticos obtidos para a enzima caracterizada indicam a possibilidade de utiliza-la como
complemento de coquetéis enzimaticos, conhecidamente pobres em pectinases.

Palavras-chave: Endopoligalacturonase. Cana-de-agucar. Pectina. Pichia pastoris. Etanol.



ABSTRACT

Latarullo M. Characterization of an endopolygalacturonase (scEPG1) of sugarcane and its
implications for the ethanol production. [Ph.D. thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2018.

The biggest challenge for bioenergy production remains the disassembly of the extracellular
matrix of some plant species. For the large-scale production of second generation ethanol (2G),
and optimizing the first generation ethanol (1G) production process, studies have been developed
focusing on the production of lignocellulosic enzymes, especially those of produced by fungi.
These studies aim at the improvement of enzymatic cocktails, composed mainly of enzymes that
are capable of attacking cellulose and hemicelluloses. However, it is a known fact that the plant
cell walls also contain pectins and it has been recently demonstrated that pectinases could
significantly improve the hydrolysis process (up to 30%). After an analysis of different pectinolytic
enzymes known as endopoligalacturonases (EPGs), already characterized and cataloged under
the CAZy database, it was possible to verify that fungi enzymes account for more than 65% of all
of the characterized EPGs. The result has shown that enzymes from this family produced by
bacteria - also with biotechnological interest - are closer to plants than fungi. Besides, the
proportion of characterized enzymes from bacteria and plants was significantly lower than that
observed for fungal EPGs. This evidenced a gap in knowledge about plant enzymes, still little
explored in the context of biotechnology and bioenergy. This work presents the cloning,
heterologous expression, and characterization of recombinant sugarcane EPG. The primary
objective is to obtain information about an enzyme with key activity in cell wall degradation since
it has been isolated from a process of an endogenous attack on sugarcane pectin itself. As a
result, the endopoligalacturonase of Saccharum sp. was efficiently expressed through the
heterologous expression system with Pichia pastoris X33. The selected clone generated the
highest total protein values in the culture supernatant at 96 hours of methanol induction. From the
crude extract of the supernatant collected, the best enzyme activity values were obtained upon
incubation for 22 hours at 45 °C in pH 5.0 sodium acetate buffer. Salts, detergents, and chelators
acted as inhibitors of the enzymatic activity and, on the other hand, the reducing agent
dithiothreitol (DTT) was responsible for the increase of enzymatic activity. Finally, the kinetic
parameters obtained for the enzyme characterized indicate that it can be used as a complement
to enzymatic cocktails, which are known to be poor in pectinases.

Keywords: Endopolygalacturonase. Sugarcane. Pectin. Pichia pastoris. Ethanol.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais agricola, e diante do atual cenario econbémico e suas
perspectivas, a utilizacdo consciente das matérias-primas disponiveis € uma das
melhores formas de potencializar a economia. Dentre as plantas de interesse
agrondmico produzidas no Brasil, a cana-de-agucar € um dos cultivos de maior

importancia econdmica.

Com as alteragbes climaticas, os biocombustiveis tém recebido bastante
atencdo como alternativa aos combustiveis fosseis. O etanol € um dos mais
promissores pelas suas caracteristicas, tais como: baixa emissdao de CO2,
sustentabilidade e produgédo de bioeletricidade (que sustenta a usina em termos
energéticos com parte do residuo). O Brasil possui larga experiéncia na produgéo
desse combustivel (cerca de 50 anos desde o programa Préalcool em 1970), tendo
conseguido avancgos tecnoldgicos importantes. Gragas a um sistema de producao de
etanol com alta eficiéncia, tornamo-nos um polo mundial na ciéncia, tecnologia e
producdo macica de automoveis flexfuel e distribuicdo por todo o pais (De Souza et
al. 2013a).

A safra 2017/2018 de cana-de-acucar foi de aproximadamente 641 milhdes de
toneladas e produziu 38 milhdes de toneladas de agutcar e 27 milhdes de m? de etanol
(UNICA 2018). Estes produtos sdo derivados do caldo da cana-de-agucar e como
residuo foram gerados aproximadamente 300 milhdes de toneladas de palha e

bagaco.

O potencial de expansao da producéo de etanol a partir da cana-de-agucar no
Brasil é enorme. Utilizando terra agricultavel sem avango sobre biomas preservados
e sem avancar nas areas de producao de alimentos até 2045, a producao de etanol
por cana-de-agucar tem potencial para substituir até 6% da gasolina mundial e mitigar

em até 14% das emissbdes de CO2 em relagdo a 2014 (Jaiswal et al. 2017).

Tal capacidade de producdo e seu potencial futuro tém norteado estudos
focados na producao de etanol 2G utilizando estes residuos, sendo o principal entrave
o pré-tratamento e hidrolise enzimatica por serem as etapas mais custosas. Para
aumentar a eficiéncia no processo global de produgao de etanol € necessario reduzir
o custo relacionado a fabricag&do deste produto.
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As paredes celulares de plantas, inclusive as de cana-de-acucar, possuem uma
resisténcia natural a hidrolise enzimatica denominada “recalcitrancia”. Ela ocorre
devido a alta complexidade gerada pelas interagbes entre os polimeros da parede
celular, classificados em trés dominios principais: celulose-hemicelulose, pectinas e
lignina. Em conjunto, estes dominios formam um arranjo arquitetdbnico que é

denominado Caédigo Glicémico (Buckeridge and De Souza 2014).

A recalcitréancia do Cdédigo Glicbmico se deve, em parte, a interagdo entre
componentes das pectinas com a lignina (De Souza et al. 2015).

As pectinas sdo formadas principalmente por um polimero composto por
unidades de acido galacturdnico. Estdo presentes na lamela média e preenchem os
espacos intercelulares em toda a planta. Este grupo de polissacarideos esta presente
em baixas propor¢gbes na parede celular de gramineas (2-10%) e por isso, nos
coquetéis enzimaticos comerciais, as enzimas que hidrolisam pectinas ou estao

ausentes ou em baixas concentragoes.

Com os avangos observados na area de biotecnologia atrelada ao
conhecimento da arquitetura da parede celular (Buckeridge et al. 2019), os custos
tendem a reduzir gragas a producédo de enzimas mais eficientes. De Souza et al.
(2013b) e De Souza et al. (2015) discutem sobre a estrutura dos polimeros presentes
nas paredes de cana-de-agucar e miscanthus respectivamente e sugerem que a
degradagao da parede celular requer pelo menos 18 tipos diferentes de enzimas,

sendo muitas destas relacionadas ao ataque de pectinas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Bioenergia e a cana-de-acucar

O conceito de bioenergia se refere a utilizagdo de recursos bioldgicos
renovaveis para a geragao de energia. Pode ser produzida tanto em pequenas como
em grandes unidades de producdo e pode ser gerada em praticamente todo lugar
onde os processos fotossintéticos garantam um minimo de condi¢cdes para a

realizagcao da sintese da vida vegetal (Rathore et al. 2015).

A ideia basica é transformar hidrocarbonetos produzidos por plantas ou algas
(a maioria na forma de acgucar e lipidios) em compostos como diesel e etanol. No
ultimo caso, existem somente algumas espécies de plantas que sao consideradas ou
efetivamente utilizadas para produgdo em larga escala. Entre elas, ha as que
armazenam altas concentragées de sacarose (p. ex. cana de agucar e beterraba),
amido (p. ex. milho), lignocelulose a partir de materiais lenhosos (p. ex. salgueiro) ou
gramineas (p. ex. palha de milho, switchgrass, miscanthus e bagag¢o cana de agucar)
(De Souza et al. 2013a). Outros residuos, tais como polpa de maga, citrinos e
beterraba, que sao ricos em pectinas, também tém sido sugeridos como possiveis

fontes de carbono para a producéo de bioetanol (Edwards and Doran-Peterson 2012).

A cana-de-agucar é composta basicamente de trés porg¢des: o caldo, o bagacgo
(umidade aprox. de 50%) e a palha (umidade aprox. de 15%). Cada parte representa
aproximadamente 1/3 da capacidade energética deste material. O etanol de primeira
geragédo é produzido somente a partir do caldo da cana-de-agucar, e atualmente,
somente uma parte do bagaco é destinada para obtencédo de energia para a prépria
usina através da queima, enquanto a palha ndo € aproveitada, sendo queimada ou

abandonada no proprio campo (Alonso Pippo et al. 2011a; Alonso Pippo et al. 2011b).

De acordo com a UNICA, a industria brasileira de cana-de-agucar contribui com
7,5% de toda energia fornecida pela Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL),
sendo assim a terceira mais importante fonte de energia do pais, ficando atras apenas
da energia hidrelétrica e combustiveis fésseis. Com a introdug¢ao de veiculos flex em
2003, que podem utilizar etanol ou gasolina como combustivel, houve um aumento do
consumo de etanol e consumo de gasolina caiu mais da metade. Outra razdo para o

aumento da demanda por alcool anidro foi a politica adotada pelo Brasil e outros
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paises de aumentar o percentual de alcool na gasolina. Atualmente no Brasil é
obrigatorio haver uma mistura de 27% de etanol anidro na gasolina (Carpio and
Simone de Souza 2017).

2.2 Etanol 1G e 2G

O Brasil e os EUA sao os maiores produtores de etanol do mundo, utilizando
como principais matérias-primas para a produgao em grande escala a cana-de-agucar

(Saccharum sp.) e o milho (Zea mays) respectivamente (RFA 2015).

O rendimento da produc¢ao de etanol depende da variedade da cana-de-agucair,
estimada principalmente pela quantidade de sacarose obtida apds a moagem, e da
eficiéncia de utilizagdo desse material. A eficiéncia industrial (utilizagcdo da sacarose)
do Etanol 1G é de mais de 90% (Macedo et al. 2008). Por isso, diante do crescente
aumento na demanda, sera necessario aumentar a area plantada, utilizar fontes

alternativas ou otimizar o processo de extragao da sacarose.

O etanol de segunda geracéao (2G) é produzido a partir da biomassa do colmo
e palha, ou seja, os residuos gerados a partir da extragado de sacarose para o etanol
1G. Este material rico em celulose e hemiceluloses passa por etapas de pré-
tratamento, hidrélise enzimatica e fermentacdo de hexoses e pentoses (Ojeda and
Kafarov 2009). A partir desta etapa, o processo de producédo e o produto final é

idéntico ao etanol 1G (Abramson et al. 2010).

Estudos focados no desenvolvimento de tecnologias eficientes para o pré-
tratamento do bagaco, o melhoramento do coquetel enzimatico e leveduras
adequadas para a fermentacdo das pentoses e hexoses mostram que, além da
pesquisa basica necessaria para apoiar novos desenvolvimentos nesses campos, a
solugdo para esses desafios parece depender de uma abordagem integrada e
altamente multidisciplinar, pois essas linhas de pesquisa estdo, de fato, muito

fortemente relacionadas (Soccol et al. 2010).

2.3 Producéao de Etanol 2G

A producdo do etanol 2G acontece por etapas, sendo a primeira o pré-
tratamento da biomassa da cana (bagaco ou palha). Este tratamento pode ocorrer por

hidrélise alcalina, hidrdlise acida, explosédo a vapor, sendo a ultima a mais utilizada.
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Apds o pré-tratamento, o material € submetido a hidrdlise enzimatica. Esta etapa é
considerada o “gargalo” da producgéo do etanol 2G devido ao seu alto custo (Soccol
et al. 2010; Buckeridge et al. 2019). As principais limitagdes sao: a recalcitrancia da
biomassa a degradacdo por enzimas, ou seja, a resisténcia intrinseca da parede
celular a hidrélise devido ao seu Cddigo Glicémico, e a grande diversidade de ligagdes
e ramificagdes que unem uma ampla gama de hexoses e pentoses na estrutura de
polissacarideos complexos (Somerville et al. 2010; Buckeridge and De Souza 2014).
Entender a sintese e a desmontagem da parede celular da cana-de-agucar e,
sobretudo, sua estrutura, também pode ajudar a manipular e efetivamente degradar
esses polimeros até acgucares fermentaveis e obter todo potencial energético,
minimizando os custos de produgdo e/ou ampliando a gama de matérias-primas

possiveis desse combustivel (Vogel 2008; Leite et al. 2017).

2.4 Parede celular da cana-de-acucar

Os carboidratos possuem diversas fungdes fisioldgicas nas plantas, dentre
elas, o controle do crescimento através dos balangos das fontes de carbono e energia,
defesa contra o ataque de patdgenos, sinalizag&o, resisténcia mecanica e interagdes
com o ambiente (Zagrobelny et al. 2004; Parre and Geitmann 2005; Wingler et al.
2006). Estas fungdes envolvem uma grande diversidade de enzimas que estédo
responsaveis pela sintese (glicosiltransferases), modificagdo (carboidrato esterases)
e degradagdo (glicosil hidrolases e polissacarideo liases) (Minic 2008).

O primeiro genoma completo de planta descrito foi o de Arabidopsis thaliana e
a analise das sequéncias sugerem que as enzimas que agem em carboidratos podem
ser muito mais abundantes do que nas espécies ndo-vegetais (Henrissat et al. 2001).
E atualmente, com estudos mais recentes e especificos, ainda é possivel afirmar que
as plantas tém consideravelmente mais genes codificando enzimas associadas ao
metabolismo de carboidratos do que outros grupos taxonémicos (Davies et al. 2005;
Geisler-Lee et al. 2006). Mesmo com este reservatorio de glicosil hidrolases
excepcionalmente grande e estruturalmente diverso, sabe-se relativamente pouco
sobre sua enzimologia e muito menos sobre suas estruturas (Lopez-Casado et al.
2008).

As propriedades de cada polissacarideo, suas proporcdes relativas e as inter-

relagdes entre eles sdo aspectos relevantes a compor a complexidade da parede
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celular, o que resulta em um agregado de moléculas bastante resistente a
desmontagem. A parede celular da cana-de-agucar € um composto de microfibrilas
de celulose que interagem entre si formando macrofibrilas, que ficam embebidas em
uma matriz de pectinas e -glucano (Buckeridge et al. 2015). Proporcionalmente, os
valores aproximados de carboidratos estruturais em colmos e folhas da cana-de-
agucar sao: 30% de celulose, 50% de hemicelulose e 2-10% de pectinas (De Souza
et al. 2013b). A arquitetura e as propor¢des de carboidratos caracterizam a parede
celular da cana-de-agucar como do tipo I, que contém arabinoxilano como a principal
hemicelulose e possui valores relativamente baixos de pectina (Vogel 2008; Mohnen
2008; De Souza et al. 2013b). Apesar da baixa propor¢ao, as pectinas estéao
possivelmente ligadas a lignina em cana-de-agucar e Miscanthus sinensis, tendo
grande interferéncia na recalcitrancia e dificultando o processo de hidrolise (De Souza
et al. 2013b; De Souza et al. 2015).

2.5 Substancias pécticas

As pectinas sdo macromoléculas glicosidicas encontradas principalmente na
lamela média e jungdes celulares das plantas. A Sociedade Americana de Quimica
(American Chemical Society) classificou as substancias pécticas em: (a) Acido
péctico: que sado substancias pécticas compostas de acido poligalacturdnico coloidal,
onde os grupos carboxila estdo essencialmente livres de grupos metil éster e seus
sais sdo pectatos neutros ou &cidos; (b) Acido pectinico: formado por um grupo de
compostos contendo acido poligalacturdnico coloidal com poucos grupos metil éster e
(c) Protopectina: é a forma nativa unida com outros constituintes das células vegetais
(por exemplo o calcio) e, em condi¢gdes de hidrolise restrita, produzem acidos
pectinicos ou pectina. Possui a maior parte dos seus grupos carboxilicos esterificados
sendo a unica substancia péctica insoluvel em agua (Sakai et al. 1993; Kashyap et al.
2001).

Um dos principais compostos da classe das pectinas € um polissacarideo de
alto peso molecular formado por acido galacturénico unidos por ligagdes a-1,4 e pode
ser classificado em diferentes dominios de acordo com a estrutura e grau de
ramificagdo com outras moléculas. O homogalacturonano (HG) é a pectina mais
abundante, consistindo em um polimero linear atingindo até 100 residuos de

comprimento. O HG, que pode ser metilado e/ou acetilado, contabiliza cerca de 65%
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da pectina em alguns sistemas (Mohnen 2008; Babu and Bayer 2014). As demais
pectinas sao estruturalmente mais complexas e incluem os ramnogalacturonanos | e
Il (RG-I e Il), produto da alternéncia de residuos de acido galacturénico e ramnose na
cadeia principal, com ramificagdes por polimeros de cadeia relativamente curta que
podem ser principalmente arabinanos e galactanos ou em ocorréncias especificas,

podem conter xilogalacturonanos (XGA) e apiogalacturonanos (AP).

Pectinas com alto grau de metilacdo sdo chamadas pectinas HM (High-
methoxyl) e tém poder de geleificagdo na presencga de agucares e acidos, enquanto
que pectinas com baixo grau de metilagdo sdo chamadas LM (Low-methoxyl) e podem
apresentar geleificagdo na auséncia de agucares e na presenga de alguns ions
metalicos, principalmente o calcio. Esta geleificagcdo ocorre pela formagéo de zonas
de juncdo entre o homogalacturonano de diferentes cadeias, formando uma estrutura
denominada “egg box” (caixas de ovos) (Sakai et al. 1993; Fernandez-Gonzalez et al.
2004; Sharma et al. 2006).

As enzimas com atividade de poligalacturonase hidrolisam as ligagdes
glicosidicas de pectinas com baixo grau de metilacdo (LM). As enzimas pectina e
pectatoliases rompem as ligagbes glicosidicas das pectinas HM e LM,

respectivamente, por um mecanismo de B-eliminagao (Kravtchenko et al. 1993).

O grau de esterificagdo ou acetilagédo também varia de acordo com a origem da
substancia péctica, podendo influenciar diretamente na eficiéncia da hidrélise. Por
exemplo, em magas encontram-se 71% de esterificacdo e 4% de acetilagdo, em
beterraba a pectina pode estar até 55% esterificada e 20% acetilada, em batata o grau

de esterificacdo chega a 31% e de acetilacao até 14% (Voragen et al. 1986).

2.6 Pectinases

As pectinas compreendem uma classe de polimeros cuja sintese e degradagao
requer um complexo arranjo de enzimas. A sintese desse polissacarideo pode
envolver 67 enzimas diferentes, incluindo varias glicosil transferases,
metiltransferases e acetiltransferases. O alto nivel de complexidade estrutural implica
a necessidade de diferentes enzimas para degradar estes polissacarideos (Jayani et
al. 2005; Mohnen 2008). A hidrélise desse carboidrato € muito importante no processo

de desmontagem da parede celular porque pode influenciar diretamente na
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acessibilidade das enzimas durante o processo de hidrdlise enzimatica. Isso é
verdade na medida que sua presenga pode impedir o acesso a celulose e/ou
hemicelulose, bloqueando o acesso das enzimas responsaveis pela degradacéo dos
outros componentes da parede celular (Marcus et al. 2008). Isto porque as pectinas
sao os principais compostos determinantes da porosidade da parede celular
(Buckeridge et al., 2015).

De forma geral, as pectinases podem ser classificadas como acidas ou
alcalinas (Kashyap et al. 2001). As pectinases acidas geralmente sado produzidas por
fungos, especificamente pela espécie Aspergillus niger, enquanto as alcalinas
geralmente sao produzidas por bactérias, geralmente do género Bacillus sp. Esta
diferenca resulta nas condigdes utilizadas nos processos industriais (Alimardani-
Theuil et al. 2011). Pectinases também podem ser classificadas pelo modo de acéo,
preferéncia pelo substrato e produto gerado apds a reagédo enzimatica. Dentre as

principais, estao:

. Pectina metil esterase (PE/PME) (EC 3.1.1.11) — Promovem a
desesterificagdo dos grupos metoxila da pectina, produzindo metanol e convertendo

pectina em pectato (polimero nao esterificado).

. Pectina acetil esterase (PAE) (EC 3.1.1.6) — Promovem a
desesterificagdo dos grupos acetil da pectina, produzindo acetato e convertendo

pectina em pectato (polimero ndo esterificado).

. Endopoligalacturonase (EndoPG) (EC 3.2.1.15) — Catalisa a hidrolise do
poligalacturonano desramificado, nas regides internas, produzindo

oligogalacturonanos.

. Exopoligalacturonase (ExoPG) (EC 3.2.1.67) — Catalisa a hidrolise do
poligalacturonano desramificado, a partir da extremidade n&o redutora, produzindo

monogalacturonanos.

. Exo-poli-a-galacturonosidase (EC 3.2.1.82) — Catalisa a hidrélise do
poligalacturonano desramificado, a partir da extremidade n&o redutora, produzindo
digalacturonanos.

. Endopectatoliase (EndoPal) (EC 4.2.2.2) — Atua no poligalacturonano
desramificado por transeliminagdo nas regides internas, produzindo

oligogalacturonatos insaturados. Requer Ca?*.
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. Exopectatoliase (ExoPaL) (EC 4.2.2.9) — Atua no poligalacturonano
desramificado por transeliminagdo nas regides terminais a partir da extremidade néo

redutora, produzindo digalacturonanos insaturados. Requer Ca?*.

. Endopectinaliases (EndoPL) ou Pectinaliase (PL) (EC 4.2.2.10) — Atua
na pectina por B-eliminacdo, entre dois residuos de acido galacturbnico mais ou
menos esterificados, sem absor¢cdo de agua, produzindo oligogalacturonanos

metilados insaturados.

. Protopectinases (PPase) — Estas enzimas solubilizam protopectina,
formando pectina soluvel altamente polimerizada. Com base nas suas aplicagoes, séo
principalmente de dois tipos: protopectinase tipo A (PPase-A), que reage com o sitio
interno, isto é, a regido do acido poligalacturénico da protopectina e, protopectinase
tipo B (PPase-B) que reage com o sitio externo, ou seja, com as cadeias de
polissacarideos que podem estar conectadas as cadeias de acido poligalacturdnico,
constituintes das paredes celulares. Nado sdo muito abundantes e possuem pouco

interesse industrial na degradacéo da pectina.

De modo geral, as hidrolases incorporam a molécula de agua através de
catalise acida durante a quebra da ligagdo glicosidica entre duas unidades de
sacarideos. Por outro lado, as liases quebram a ligagao glicosidica através de uma
reacao de B-eliminagcéo que remove um proton, resultando em uma ligagao insaturada

entre o C4 e C5 da unidade sacaridica no final nao-redutor.

Existem atualmente 112 familias de glicosil hidrolases descritas em um banco
de dados chamado CAZypedia (http://www.cazypedia.org). Nesse banco, a
classificagao das enzimas € baseada nas semelhancas na sequéncia de aminoacidos

fundamentada pela relacao direta entre a sequéncia e o dobramento.

A familia GH28 é composta de enzimas com atividade de poligalacturonase e
estdo amplamente distribuidas na natureza (Hadfield and Bennett 1998). Séao
produzidas por diferentes organismos como bactérias, fungos filamentosos, plantas,
leveduras, insetos, nematoides entre outros. Entretanto, apesar desta grande
diversidade, a maioria dos trabalhos com estas enzimas representa enzimas
produzidas por fungos e bactérias (Sticklen 2008). Em palha de milho, foi observado
o sinergismo entre enzimas de plantas e fungos. Han & Chen (2011) verificaram que

houve incremento no acumulo de glicose (60%) e na produgdo de etanol (63%)
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quando foram adicionadas GHs de plantas a uma mistura que s6 continha celulases

produzidas Trichoderma reesei.

Poligalacturonases catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas a-(1,4) entre
duas unidades de acido galacturdnico ndo esterificadas. Considerando a atividade de
hidrélise destas enzimas, estas podem ser classificadas como endo-
poligalacturonases (endoPG; EC 3.2.1.15) ou exo-poligalacturonases (exoPG; EC
3.2.1.67). Os prefixos Endo e Exo denominam se a clivagem se da em ligagbes
internas ou terminais, respectivamente, podendo ser encontradas no ambiente
extracelular e no periplasma. Enzimas com atividade de endopoligalacturonases
podem degradar formas altamente polimerizadas presentes na parede celular vegetal,
enquanto as enzimas com atividade exopoligalacturonase podem ser mais eficientes
na produgcdo de pequenos oligogalacturonideos que se acumulam no periplasma
(Abbott and Boraston 2008). Além disso, devido as suas importantes caracteristicas
associadas a hidrdlise da pectina, diminuindo a adesio celular e aumentando a
porosidade da parede celular vegetal, podem ser aplicadas junto ao coquetel
enzimatico comercial para aumentar o rendimento da producdo de etanol,

representando um importante papel para bioenergia (Latarullo et al. 2016).

O fungo Aspergillus niger € o mais explorado para produgdo de enzimas
pectinoliticas. Esta espécie é capaz de produzir diversos tipos de pectinases
(Pectinametilesterase, Poligalacturonase e Pectina Liase) (Jia and Wheals 2000).
Foram descritos sete tipos de endopoligalacturonases produzidas por este fungo (Tipo
I, 1, A, B, C, D e E). Uma caracteristica enzimatica que pode diferencia-las é o
comportamento processivo nos tipos |, A, C e D. Enzimas processivas nao liberam o
substrato apdés a reagdo de hidrdlise, continuando a atividade no proximo sitio
(Pouderoyen et al. 2003).

Portanto, a presenca de pectinases em tecidos vegetais parece ser relevante
para os primeiros passos da degradagao da parede celular. O uso destas enzimas
para bioenergia poderia favorecer ndo apenas os processos de etanol 2G, mas
também os de 1G. Ao reduzir a rigidez da parede celular com estas enzimas, as
células se tornariam mais susceptiveis ao rompimento, reduzindo significativamente a

energia necessaria para extrair a sacarose (Tavares 2015).

Considerando que as fungdes biologicas das endopoligalacturonases das
plantas sdo razoavelmente bem descritas, caracterizagdes similares sobre as EPGs
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de fungos ndo envolvem os mesmos aspectos funcionais abordados nas plantas. No
caso dos fungos, o papel biolégico destas enzimas parecem ser ou de obtencéo de
substrato para o crescimento ou de ganho de acesso ao citoplasma das células
vegetais. Assim como as EPGs de plantas, as de fungos n&o s&o bem caracterizadas
em relagao a suas atividades bioquimicas sobre uma grande variedade de substratos
(Lopez-Casado et al. 2008).

Desta forma, todos os esforgcos para a prospeccédo de enzimas tém um alto
valor para a bioenergia, oferecendo novas alternativas para criar coquetéis
enzimaticos e complementar os ja existentes. As pesquisas em EPGs de plantas
desempenham um papel importante sobre os seus papeis em diferentes processos
fisiologicos, nos quais a parede celular € modificada e/ou hidrolisada. Ainda assim, os
dados disponiveis na literatura ainda nao permitem preencher as lacunas sobre como
as EPGs vegetais atuam sobre os carboidratos da matéria-prima de bioenergia
(Latarullo et al. 2016).

2.7 Emprego industrial de pectinases

Gragas ao aumento da demanda pela substituicdo dos processos quimicos
tradicionais e com o0 avango da biotecnologia, enzimas comegaram a ser amplamente
utilizadas em industrias. Enzimas com acao de pectinases, xilanases e celulases
possuem grande valor econdbmico e ambiental (Pakarinen et al. 2012). Em 2010, o
comércio e a aplicagao de enzimas movimentaram cerca de US$ 3,6 bilhdes no mundo
todo (Dewan 2014). Somente para o mercado de alimentos e bebidas houve
movimentagdo de US$ 1,2 bilhdo em 2010 na produgdo de enzimas, sendo que as
pectinases equivaliam a aproximadamente 10% da produgao total (Mukesh Kumar et
al. 2012).

Pectinases foram as primeiras enzimas a serem utilizadas na industria para a
preparacao de vinhos e sucos em meados de 1930, mas s6 a partir de 1960 iniciou-
se a utilizagcdo destas enzimas para outras aplicagdes industriais (Meneses 2007).
Uma forma de reduzir os custos de producdo de enzimas seria através da utilizacao
das enzimas presentes nos residuos agroindustriais gerados na produgao de sucos,
vinhos e alguns alimentos a base de vegetais como substratos indutores para a

producdo de pectinases. Dessa maneira, os custos de producao dessas enzimas
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diminuem e, de certa forma, o processo pode se retroalimentar, aumentando a

sustentabilidade econdémica (Kaur et al. 2004).

Atualmente, na industria, melhorias no processo e reducdo de custos séo
extremamente importantes, e a pesquisa é dirigida para a descoberta de enzimas que
sejam mais robustas com respeito aos parametros de funcionamento enzimatico,
como pH, temperatura e termoestabilidade (Ahlawat et al. 2008). Os principais
organismos produtores de pectinases utilizadas industrialmente sao bactérias, fungos
e leveduras. Entre eles, os principais géneros envolvidos sdo: Bacillus, Xanthomonas,
Aspergillus, Alkaliflexus, Natronoflexus e Natranaerovirga (Mei et al. 2013). Dentre
esses grupos, a pectinase de Bacillus halodurans expressa em E. coli apresentou
caracteristicas importantes como termoestabilidade em altas temperaturas,
conferindo uma longa meia-vida e tornando-a potencialmente viavel em processos

industriais.

2.7.1 Industria téxtil

Fibras de plantas como algodao, juta, fibra de coco, linho, canhamo, rami e
banana, sdo usadas como matéria-prima para a industria téxtil. As enzimas
pectinoliticas podem ser usadas na industrias téxtil para degradar a camada de
pectina que recobre as fibras de celulose, para a etapa de processamento (Esfandiari
et al. 2007; Kalantzi et al. 2010; Garg et al. 2016). Estas pectinases, em conjunto com
outras enzimas, removem os residuos de pectina e cera do produto de forma mais
segura, evitando o alto consumo de energia e os graves problemas de poluicéo
associados a limpeza alcalina convencional com soda caustica. Este bio-
processamento ocorre sem promover efeitos negativos na celulose, mantendo a
qualidade do material para o posterior tingimento e processo de tecelagem com menor

consumo de energia (Hoondal et al. 2002; Agrawal et al. 2007).

2.7.2 Pectinases na extragdo de suco de frutas

A principal aplicacéo de pectinases na industria € na extragao e clarificagdo de
sucos de frutas. O uso de enzimas de maceracdo aumenta o rendimento da extragao
e melhora o processamento dos sucos. Essas enzimas sao utilizadas apds o corte da
matéria-prima, para macerar a polpa até a liquefagdo parcial ou total da fruta,
diminuindo o tempo de processamento e melhorando a extragdo dos componentes da

fruta (Bhat 2000). Como exemplo, extratos fungicos com diferentes tipos de



30

pectinases (PG - poligalacturonase, PL - pectinaliase e PE - pectinaesterase) foram
empregados no processo de extragao de suco de laranja (Figura 1-A) e macga (Figura
1-B). Pode-se observar um aumento do rendimento de extragdo de sucos em relagéao
ao controle (tubos C) e clarificagdo deles, principalmente quando PG é utilizada.
Observa-se também que no tubo controle (C) de maca, visualiza-se somente uma
pequena quantidade de tampéo, o que comprova a eficiéncia do uso de pectinases no

processo de extracdo de sucos de frutas.

Figura 1 - Uso de extratos fungicos com diferentes atividades de pectinases na extragdo de sucos de
(A) laranja e (B) maca

C PE PL PG C PG PE PL

A “» B ‘HH'
Legenda: C = Controle; PE = Extrato contendo maior atividade de pectinesterase; PL = Extrato

contendo maior atividade de pectinaliase e PG = extrato contendo maior atividade de
poligalacturonase. Fonte: (Santi et al. 1999).

2.7.3 Extragéo de Oleos essenciais e vegetais

Oleos vegetais como o de oliva, girassol, coco, palma ou canola e 6leos citricos
como o de limao sao geralmente obtidos pela extragcdo com solventes organicos como
hexano, que é um potencial carcinogénico. Atualmente, o uso de coquetéis
enzimaticos contendo celulases, hemicelulases e pectinases resulta em uma maxima
extracdo do oleo pois atuam nas propriedades emulsificantes da pectina que
interferem na coleta do 6leo da casca aumentando nao sé o rendimento como o a
qualidade do produto pelo aumento do conteudo polifendlico e vitamina E (Kashyap
et al. 2001; Hoondal et al. 2002; Iconomou et al. 2010).

Desta forma, a aplicacdo de pectinases no processo de extracdo de dleos,
hidrolisa os complexos de pectina-proteina, liberando mais 6leo, aumentando o
rendimento final, diminuindo o tempo de processamento e melhorando a qualidade do
produto final (Kashyap et al. 2001; Jayani et al. 2005).
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2.7.4 Processamento de bebidas alcodlicas

Na industria de vinhos, as pectinases estao relacionadas com a elaboracao e
obtencdo de vinhos finos e de maior qualidade. Essas enzimas sao adicionadas
durante o processo de esmagamento das uvas ou no mosto de vinho, maximizando o
rendimento do processo de extragdo, além de ser um facilitador no processo de
filtragao, contribuindo para a reducao do tempo de clarificagao e intensificando o sabor
e a cor (Chaudhri and Suneetha 2012). Quando essas enzimas sao adicionadas
durante a maceracao das uvas tintas, o procedimento resulta no melhoramento de
caracteristicas visuais, como cor e turbidez, melhor estabilidade e redug&o do tempo
de filtragcdo quando comparadas com vinhos nao tratados enzimaticamente (Revilla
and Gonzalez-San Jose 2003; Jayani et al. 2005).

2.7.5 Processamento de cha e café

Na industria do café, a fermentagao esta relacionada a reacdo microbiana de
leveduras e bactérias que destroem os agucares da mucilagem, a camada externa.
Enzimas pectinoliticas podem ser utilizadas na fermentacédo do café para remover o
revestimento mucilaginoso. Este é principalmente constituido de trés quartos de
substancias pécticas, que a ele conferem uma textura gelatinosa e viscosa. A
degradagao dessas substancias por pectinases contribui para a qualidade do gréo de
café (Murthy and Naidu 2011).

A levedura Pichia kluyveri produz uma poligalacturonase que apresenta uma
melhor atividade nas mesmas condigdes de fermentacio do café e pode ser utilizada
nas etapas iniciais do processo, promovendo a degradagdo da mucilagem. Além
disso, esta levedura possui a capacidade de inibir o crescimento do fungo Aspergillus
ochraceus e consequentemente a producdo da micotoxina Ocratoxina A (OTA)

(Masoud and Jespersen 2006).

A aplicagdo de enzimas que atuam na hidrolise das paredes celulares das
folhas de cha resulta na completa maceracéo das células e, consequentemente, um
aumento nos compostos fendlicos do cha que pode melhorar sua qualidade e valor
terapéutico (Thakur and Gupta 2012). No processamento, o tratamento com
pectinases acelera a oxidagdo e destroi a espuma formada nos pdés de chas
instantaneos. A mudanga na cor do cha durante a oxidagdo também resulta no

desenvolvimento do aroma (Carr 1985; Barage et al. 2013).
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2.7.6 Alimentacdo animal

A alimentacdo de ruminantes pode ser suplementada por coquetéis
enzimaticos que contém xilanases, pectinases e celulases. O papel das pectinases
em um coquetel enzimatico é reduzir a viscosidade do alimento e aumentar a absorgéo
dos nutrientes pela hidrélise de fibras n&o biodegradaveis ou por liberar nutrientes

presos nestas fibras (Hoondal et al. 2002; Barage et al. 2013).

2.7.7 Sacarificagdo de produtos agricolas

Diferentes enzimas como pectinases, hemicelulases e celulases séao
usualmente utilizadas para converter os polissacarideos presentes na parede celular
da planta em monossacarideos. Atualmente, pectinases sao utilizadas em
biorefinarias por hidrolisar a pectina presente em residuos agroindustriais ricos em
nesse carboidrato, como os residuos citricos, aumentando a extracdo de acgucares e
consequentemente aumentando o rendimento da produgéo (Biz et al. 2014). Além
disso, a partir da hidrdlise da pectina sado recuperados diferentes monossacarideos,
dentre eles a galactose e a xilose. Por meio da utilizagdo de microrganismos capazes
de fermenta-los, esses agucares podem ser empregados na produgao de etanol, acido
aceético e acido lactico (Mohnen 2008; Zanella 2013; Seyfried et al. 2016).

Devido ao papel das pectinas na porosidade da parede celular e na adesao
celular, a utilizagado de pectinases pode promover uma maior liberacdo de agucares
fermentaveis, por meio da reducao da recalcitrancia, com consequente aumento na
producao de etanol de primeira e segunda geragao (Latarullo et al. 2016). Estudos
envolvendo o uso de pectinases na planta lentiiha d’agua (Landoltia punctata)
demonstrou a eficiéncia da extracao de agucares apos o tratamento enzimatico com
pectinases, apresentando um aumento de 142% de glicose quando comparado com
o néo tratado (Chen et al. 2012).

2.8 Producéo de pectinases heterdlogas

Conforme mencionado, preparagdes comerciais de pectinases sao
normalmente de origem fungica, geralmente dos géneros Aspergillus e Penicillium,
mas também podem ser dos géneros Fusarium, Sclerotinia, Monilia, Coniothyrium e
Rhizopus (Geocze 1994; Castilho et al. 2000). Apesar das propriedades destes fungos
como bons produtores de pectinases, nem todos podem ser amplamente empregados
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no contexto da biotecnologia, pois alguns deles sado produtores de diferentes

micotoxinas (Dalbage 1997).

Xiao et al. (2008) caracterizaram cinco pectatoliases (PL) e duas
poligalacturonases (PG) de Xanthomonas campestris e Streptomyces coelicolor,
expressas em E. coli. Das sete sequéncias selecionadas, somente uma nao
apresentou atividade enzimatica. Entretanto, uma das poligalacturonases heterélogas
apresentou uma eficiéncia catalitica 40-140 vezes menor do que outras
poligalacturonases caracterizadas, sugerindo que a expresséo heterdloga pode nao

refletir o mesmo comportamento da enzima nativa.

2.9 Sistema de expressio heterdloga

A producgao de proteinas recombinantes purificadas e caracterizadas tornou-se
uma tarefa fundamental para a industria (Schmidt 2004). Em termos de eficiéncia, os
sistemas de expressdo oferecem diferentes caracteristicas para a produgao de
proteinas recombinantes. Sistemas bacterianos ainda s&o os mais atrativos gragas ao
baixo custo, alta produtividade, rapida produgcado e extensa informagao na literatura.
Dentre os organismos mais estudados, Escherichia coli € de longe o mais explorado
para expressao de proteinas heterdlogas seguido de Bacilos gram-positivos (Terpe
2006).

Além de bactérias, leveduras também sao amplamente utilizadas pois oferecem
as mesmas vantagens dos sistemas procariotos (a velocidade de crescimento, facil
manipulagdo genética, baixo custo, alta produtividade) e também oferece algumas
vantagens dos sistemas eucariéticos. Dentre as vantagens esta o potencial de realizar
muitas modificagbes pods-transcricionais tipicamente associadas com eucariotos
superiores, como o processamento de sequéncias sinal, dobramentos, formacao de
pontes dissulfeto, adicdo de certos tipos de lipidios e sistemas de secrecdo. Os
géneros mais utilizados sao: Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Hansenula e
Yarrowia. As principais desvantagens deste sistema sdo as hiper-glicosilagées que
podem ocorrer e o modo de respiragao fermentativa, que resulta em um crescimento

mais lento e, consequentemente, menor rendimento (Juturu and Wu 2018).

A levedura Pichia pastoris € metilotrofica (pode usar metanol como fonte de

carbono) e passou a ser muito utilizada em biotecnologia especialmente para
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producdo de proteinas recombinantes na producdo de biofarmacos e enzimas
industriais. Esta levedura foi introduzida ha mais de 40 anos pela empresa “Phillips
Petroleum” para produg¢ao comercial de proteinas para alimentagao industrial baseado
no processo de fermentagao utilizando metanol como fonte de carbono. Entretanto, a
crise do petroleo em 1973 resultou no aumento drastico do pregco do metanol e tornou

esta producao inviavel (Ahmad et al. 2014).

A principal vantagem de utilizar a levedura P. pastoris se deve ao fato de que
esta levedura secreta baixos niveis de proteinas endogenas. Logo, as proteinas
recombinantes secretadas constituem a vasta maioria do total de proteina no meio.
Sendo assim, o direcionamento da proteina recombinante para o meio extracelular
pode servir como uma vantagem para o processo de purificacdo. Para que o
direcionamento das proteinas recombinantes ocorra, a sequéncia codificadora das
proteinas € geralmente fundida com o peptideo-sinal do fator de secrec¢ao alfa (a-MF)

de S. cerevisiae (Lin-Cereghino et al. 2013).

Além disso, esta levedura é capaz de crescer em uma ampla faixa de
temperatura (15 a 30°C) e possui relativa tolerancia a variagao de pH (3.0 a 7.0)
(Macauley-Patrick et al. 2005). As condi¢des de crescimento de P. pastoris sdo ideais
para produgdo em larga escala porque os componentes do meio sao baratos e
definidos, consistindo de fontes puras de carbono, biotina, sais e agua. O baixo pH do
meio e a presenga do metanol dificultam a contaminagao por outros microrganismos
(Cereghino and Cregg 2000).

Outro aspecto positivo € que o nivel de transcri¢cao, que responde ao promotor
do gene AOX1, pode ser 3-5 vezes maior em células crescendo em metanol. Este
promotor fortemente induzido é comumente utilizado para expressao de proteinas
recombinantes. As principais vantagens de utiliza-lo sdo: 1) A expressao de proteinas
heterdlogas reguladas por este promotor sofre forte influéncia de mecanismos de
repressao e desrepressao; 2) E possivel alcancar altos niveis de producdo da proteina
heterodloga; 3) repressédo do gene AOX1 pela maioria das fontes de carbono, exceto o
metanol, garantindo um alto crescimento celular antes da indugéo; e 4) a indugao
ocorre facilmente pela simples adicdo de metanol. Por outro lado, as principais
desvantagens sao: 1) a dificuldade em monitorar a concentragdo de metanol durante
a fermentacdo; 2) metanol é altamente inflamavel e toxico, o que dificultaria a

producdo em grande escala; e 3) o uso de duas fontes de carbono gera a dificuldade
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de mudar a cultura da fase de crescimento (com glicerol) para o outro meio de cultura

de indugéo (com metanol) (Juturu and Wu 2018).

A enzima alcool oxidase (AOX), codificada pelos genes AOX1 e 2, é
responsavel pela metabolizacdo do metanol, sendo maior a contribuicdo de AOX1
nessa atividade (Ellis et al. 1985). As primeiras reagbes do metabolismo de metanol
para obtencao de energia ocorrem no peroxissomo e depois continuam no citoplasma.
Esta enzima oxida o metanol a formaldeido, e posteriormente a peréxido de
hidrogénio, que entao € degradado a oxigénio e agua. Uma parte do formaldeido deixa
O peroxissomo e vai para o citoplasma, onde é oxidado a formato e carbono
(Cereghino and Cregg 2000).

A levedura Pichia pastoris pode apresentar diferentes fendtipos associados ao
metabolismo de metanol. Linhagens que apresentam o gene AOX1 intacto
(responsavel por até 85% da utilizagdo do metanol) tem fendtipo Mut* (methanol
utilization plus) e apresentam taxa de crescimento no metanol igual a linhagem
selvagem. A linhagem com o gene AOX1 interrompido ou deletado utiliza somente o
gene AOX2 (que possui menor contribuicdo sobre a metabolizagdo do metanol)
apresenta o fendtipo Mut® (methanol utilization slow) e tem o crescimento mais lento
com metanol como fonte de carbono. A linhagem com os genes AOX1 e AOX2
interrompidos ou deletados apresenta o fenétipo Mut™ sendo incapaz de crescer em
meio com metanol como fonte unica de carbono (Cereghino and Cregg 2000; Inan and
Meagher 2001).

Com base nas informacgdes descritas acima, € plausivel pensar que a levedura
Pichia pastoris pode representar um meio otimizado de produgdo de enzimas de
interesse biotecnoldgico, haja vista a capacidade de produzir e secretar grandes
quantidades de proteina heterdloga, dispensando, a principio, a necessidade de

purificacao.

2.10 Modificacoes enddgenas nas paredes celulares pelas plantas: o exemplo do

aerénquima

A busca de enzimas para aplicagdes industriais tem sido feita em sua maioria
em microrganismos. Fungos e bactérias, por exemplo, produzem um grande numero

de hidrolases que utilizam para decompor a biomassa vegetal. Para dar conta da
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degradagdo da biomassa existente naturalmente, ha grande variedade de
microrganismos, cada um com sua especificidade. Ha também um grande numero de
espécies que atacam células vegetais como patdgenos e nestes casos, para ter
acesso aos tecidos vegetais, tém que produzir hidrolases. Além da relativa
simplicidade dos microrganismos, o que permite dominar seu crescimento e cultura,
recentemente tem sido e mais rapido e eficiente o sequenciamento de seus genomas
e obter sequencias completas de genes de hidrolases que podem ser expressas
heter6logamente.

Nas plantas, ha uma série de mecanismos enddégenos em que paredes
celulares sao completamente degradadas (Buckeridge 2010) ou modificadas (Leite et
al. 2017). Grandis et al. (2014) e posteriormente Tavares et al. (2015) revisaram a
literatura para fendbmenos em que paredes celulares vegetais séao
degradadas/modificadas. Tais fenébmenos ocorrem durante a mobilizagao de reservas,

amadurecimento de frutos, abscisao foliar, entre outros.

No caso da cana de agucar, uma investigagdo do processo de senescéncia
foliar demonstrou que as paredes celulares das folhas nao sofrem alteracbes
significativas (Martins et al. 2016).

Por outro lado, havia anteriormente a mencgao, por Grandis (2014) de que a
formacdo do aerénquima nas raizes de cana-de-agucar se mostrava como um
mecanismo promissor para a busca de um processo na propria planta que fosse capaz

de modificar a parede celular usando enzimas.

De fato, uma das situagdes em que a planta pode produzir pectinases é durante
a formacgao do aerénquima. O aerénquima ocorre em varias espécies de plantas e é
um tecido que possui grandes espacos de ar, utilizado principalmente para o
transporte de gases (Evans 2004). O aerénquima pode ser formado de dois diferentes
modos, um deles é o processo esquizégeno onde ocorre pela separagao celular, e o
outro é o lisigeno, que evolve o processo de morte celular programada. A cana-de-
agucar apresenta a formagao de aerénquima lisigeno de forma constitutiva, ou seja,
forma o aerénquima nas raizes independente de fatores externos. Entretanto a
formacdo do aerénquima também pode ser influenciada por estresses ambientais

como alagamento e estresse nutricional (Tavares et al. submetido).
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Estudos realizados por Leite et al. (2017) em cana-de-agucar mostraram a
formacgao do aerénquima constitutivo em 40% do cértex radicular mesmo sem nenhum
fator ambiental associado. Durante a formacdo do aerénquima foi observado
decréscimo nos niveis de homogalacturonano, concomitante com o aumento dos
niveis de transcrito que codifica para uma EPG. Um gene denominado scEPG1 teve
seus alelos completamente sequenciados, sugerindo um potencial para aplicagbes

relacionadas a bioenergia na cana-de-agucar (Tavares et al., submetido).

A prevaléncia do poligalacturonano na lamela média (verificada em cana-de-
agucar por Leite et al., 2017) na regido da lamela média (regido onde duas células
adjacentes estdo em contato) sugere que este constitua um ponto chave para a
adeséo celular, podendo seu decréscimo levar a redugao da adesao, expondo mais
as células para que outras enzimas atuem na degradacgéao dos diferentes carboidratos
de parede (Atkinson et al. 2002).

De fato, a superexpressdo de uma poligalacturonase em magas transgénicas
resultou em fenétipo de folhas acinzentadas e queda prematura das folhas causadas
pela reducdo da adeséo celular nas zonas de abscisao (Atkinson et al. 2002). Nesse
sentido, a caracterizacdo da enzima codificada por scEPG1 de cana-de-acucar,
possivel responsavel pelo efeito de redugao de adesao celular e afrouxamento do
tecido quando produzida em sistema nativo (Leite et al., 2017), poderia ter um bom

potencial para aplicagdes em bioenergia e também para outras aplicagdes industriais.
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3. JUSTIFICATIVA

A produgédo comercial de etanol requer uma solugéo integrada que combine
cultivos apropriados, técnicas de modificacdo de biomassa e engenharia de
processos. A aplicagcdo de avangos recentes na engenharia genética de plantas,
quimica de carboidratos e melhor conhecimento da estrutura da parede celular da
planta focado na reengenharia das paredes celulares pode ajudar na redugdo dos
custos de sacarificagdo e conversdo da biomassa, aumentando significativamente o
rendimento da producao de biocombustivel. Considerando a relevancia de pectinases
para a bioenergia juntamente com o efeito sobre o afrouxamento do tecido operado
pela endopoligalacturonase 1 de cana-de-agucar, o gene scEPG1 desta planta foi
clonado e expresso em Pichia pastoris, com posterior caracterizacdo do produto

heterdlogo.
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4. OBJETIVOS

e Obter o plasmideo contendo o vetor pPICZaA + gene scEPG1
e Integrar a construgcdo do plasmideo no genoma de Pichia pastoris X33
e Produzir a scEPG1 extracelular ativa.

e Otimizar o protocolo de expressdo da enzima alterando fatores como

temperatura, rotacao e concentracao final de metanol

e Determinar os parametros enzimaticos da scEPG1 sobre temperatura,

termoestabilidade, pH e efeito de interferentes.

e Adicionar a scEPG1 ao coquetel enzimatico comercial e avaliar se ha

aumento na sacarificacdo da biomassa de cana-de-agucar.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Material Bioldgico

5.1.1 Linhagens utilizadas para clonagem

A partir da variedade de cana-de-agucar SP80-3280 (Saccharum spp), foi
obtida a sequéncia da EPG (ScEPG1-SHCRBa_028 C15) presente no BAC
SHCRBa_028_ C15 e descrita na tese de doutorado da Dra. Eveline Tavares (Tavares
2015). Esta sequéncia foi utilizada como molde para o desenho do gene sintético da

scEPG1 que foi recebido como inserto no vetor pUC57.

5.1.2 Sistema de clonagem e linhagem hospedeira

As linhagens escolhidas para a expressdo da enzima heteréloga foram a
levedura Pichia pastoris X33 (Wild-Type) para produgdo da enzima e a bactéria
Escherichia coli DH10B foi utilizada como célula hospedeira da construgao vetor +
inserto. Estas linhagens foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Richard Ward do
IQ/USP Ribeirao Preto.

5.1.3 Vetor de expressdo

O vetor escolhido para a clonagem em ambos hospedeiros é o plasmideo
pPICZaA (Invitrogen). Esse plasmideo de 3,6 kb possui como marcador de sele¢ao o
gene “Sh ble” que confere resisténcia ao antibidtico Zeocina™ (Invitrogen) em E. coli
e Pichia pastoris. O promotor do gene AOX1 (alcool oxidase 1) é fortemente induzido
durante o crescimento das células em metanol. Além disso, o vetor possui a sequéncia
do fator-a de Saccharomyces cerevisiae, que codifica para o peptideo sinal para
direcionamento da proteina recombinante para o meio extracelular. Por fim no vetor
também esta presente uma cauda de histidina na regidao C-terminal para purificagao
da proteina recombinante. O mapa do vetor com as indicagbes das regides principais
pode ser encontrado na Figura 2.
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Figura 2 - Mapa do vetor pPICZaA
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Legenda: Este vetor possui a origem de replicagdo em E. coli (ori), o fragmento contendo o promotor
AOX1, o fator de término de transcricdo AOX1, sinal de secreg¢ao do fator alfa de acasalamento de S.
cerevisiae, marca de resisténcia ao antibiético zeocina (BleoR) com o comando dos promotores TEF1

(para a expressao em levedura) e EM7 (para a expressao em bactéria), regido de sitios multiplos de
clonagem (MCS), o fator de término de transcri¢cdo de S. cerevisiae (CYC1), a cauda de epitopo myc e

a cauda com residuos de histidina para purificagéo (6xHis). Fonte: Invitrogen.

5.2 Amplificacio da reqgido codificante (CDS) da scEPG1 de Saccharum sp. para

clonagem

5.2.1 Obtengéo do DNA sintético

O gene da scEPG1 de cana-de-agucar foi sintetizado comercialmente pela
empresa “FastBio” clonados no vetor pUCS57. Esse material foi ressuspendido em
agua MilliQ estéril, sua concentragao foi avaliada por espectrofotdbmetro Nanodrop

ND-1000 (ThermoScientific) e seu tamanho confirmado por eletroforese em gel de

agarose e armazenado a -20°C.
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5.2.2 Preparacgéo de bactérias E. coli DH10B eletrocompetentes

Uma coldnia isolada da bactéria E. coli DH10B foi inoculada por 16 h, a 37°C
sob agitacao de 200 rpm, em meio LB liquido. Posteriormente, o pré-inéculo foi diluido
1:100 em meio SOB (triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,05%, KCI 250 mM,
MgCI2 1M) e mantido a 200 rpm e a 37°C até atingir a densidade 6ptica (ODsoo) de
aproximadamente 0,5-0,6. A cultura foi centrifugada a 5000 x g, por 10 min a 4°C e as
células foram lavadas duas vezes com igual volume de Glicerol 10% gelado. A cultura
foi centrifugada novamente e o precipitado ressuspendido em glicerol 10% gelado.
Aliquotas de 50 pyL foram separadas e imediatamente armazenadas a -80 °C para

serem usadas nas transformacgdes por eletroporacao.

5.2.3 Transformacdo em E. coli DH10B eletrocompetente

A fim de armazenar e obter o DNA plasmidial, a construgao vetor pUC57 +
inserto da scEPG1 de cana foi inserida na bactéria E. coli DH10B através de
transformacao por eletroporagcédo. Para tal, foi utilizado o aparelho “Gene Pulser”
(Biorad). Foram preparados 50uL de E. coli DH10B eletrocompetente e 1uL de DNA
(sistema de ligacao), que foram transferidos para uma cubeta de eletroporacéo de 0,2
cm (Bio-Rad) previamente resfriada em gelo. As configuragdes utilizadas foram: 2,5
KV, 25 uF e 200 Q. Imediatamente apds o pulso elétrico foi adicionado as células
adicionado 1 mL de meio SOC contendo: 20 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de
levedura, 0,5 g/L de cloreto de sddio, 2,5 mM de cloreto de potassio, 10mM de cloreto
de magnésio e 20mM de glicose (pH 7,0) . Esta suspenséo foi transferida para um
tubo Falcon de 15 mL estéril, sendo repetido trés vezes até completar 3 mL de meio
de cultura. O material foi incubado a 37 °C, sob agitagao de 200 rpm por 1 hora. Em
seguida, 100 pL foram transferidos para uma placa contendo meio LB agar acrescido
de ampicilina (100 pg/mL) e X-gal (200 ug/mL) e incubadas a 37 °C de 14 a 16 horas.
No dia seguinte, colénias brancas foram selecionadas para cultivo em meio LB liquido
com Ampicilina, e posteriormente foram submetidas a extragao plasmidial com o kit
Plasmid Miniprep (Qiagen) enquanto algumas aliquotas foram estocadas em Glicerol
20% a -80 °C.
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5.2.4 Digestéao da construgdo pUCS57 + inserto da scEPG1

A fim de confirmar o tamanho e a qualidade do material recebido, apds a
extragcao de DNA plasmidial, este material foi submetido a digestdo pela enzima de
restricio EcoRI (NEB). Esta digestdo deve gerar dois fragmentos de
aproximadamente 400 e 1100 pares de bases.

5.2.5 Amplificagdo dos genes da SCEPG1

A partir do molde da scEPG1, foram desenhados pares de oligonucleotideos
com sitios de restricao flanqueando o gene alvo para a clonagem e primers especificos
para sequenciamento dos fragmentos (Tabela 1). O conjunto de primers Cana-
F_Kpnl_C1 e Cana-R_Xbal_C2 foi desenhado para este trabalho e utilizado para
amplificagdo do inserto para utilizagao nas etapas de clonagem, enquanto os primers
A1-AOX-F, A2-alpha-F e A7-AOX-R que flanqueiam a regidao AOX e fator alfa do vetor
foram desenhados pela empresa “Invitrogen”, além destes, foram desenhados os
primers A3-cana_inicio-R, A4-cana_interno-F, A5-cana_interno-R e A6-cana_final-F
para amplificacdo e sequenciamento das regides internas do inserto da scEPG1. Os
primers utilizados para a clonagem foram desenhados a partir da sequéncia da regiao

do sitio multiplo de clonagem da construgao: vetor pPICzaA + scEPG1.

Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores e enzimas de restricdo utilizados para amplificagdo dos genes
codificadores da scEPG1 de cana-de-agucar para clonagem e sequenciamento

T°C do
Primer Sequéncia 57 2> 3’ pb Tm ‘ .
Hairpin
Cana-F_KpnI_C1 ATTAATGGTACCGGCGCGTCGTCCGGG 27pb | 69,5°C | 46,9°C (AG = -3,91)
(clonagem)
Cana-R_Xbal_C2 ACGGCTTCTAGACCGTAGCTACACTTTGGCAG 32pb | 65,1°C | 40,0°C (AG = -2,3)
(clonagem)
A1-AOX-F GACTGGTTCCAATTGACAAGC 21pb
(sequenciamento)*
A2-alpha-F TACTATTGCCAGCATTGCTGC 21pb
(sequenciamento)*
A3-cana_inicio-R GATCTTGACATGCGAGGAAGA 21pb | 54,5°C | 23,7°C (AG = -0,11)
(sequenciamento)
Ad-cana_interno-F AAGCACGTGGCGAAGGTCAGG 21pb | 62,5°C | 34,8°C (AG = -0,61)
(sequenciamento)
A5-cana_interno-R CTCCATCCTGCCGGCCATGGT 21pb | 64,6°C | 33,6°C (AG = -0,91)
(sequenciamento)
A6-cana_final-F TGGGTGTTCTGGATGACCGGCAAC 24pb | 65,2°C | 31,8°C (AG = -0,56)
(sequenciamento)
A7-AOX-R GCAAATGGCATTCTGACATCC 21pb
(sequenciamento)*

Legenda: em vermelho: adaptadores; em verde: regidao do sitio para enzima de restrigao; em roxo:
bases extras adicionadas para manter a fase de leitura. *Primers comerciais — Invitrogen.
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Para a amplificacdo da scEPG1, o material genético foi submetido a uma
reacdo de PCR. As reacdes foram preparadas com a utilizagcdo da enzima Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher) nas seguintes concentragdes finais: 1X
Phusion High Fidelity Buffer, 200 uM dNTP's, 0,5 yM Primers F e R, 3% DMSO e 1U
Phusion Taq Polimerase. As reacbes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador nas seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 98 °C por 30 segundos,
seguido de 25 ciclos repetidos com temperaturas de 98 °C por 10 segundos
(desnaturagéo), 72 °C por 30 segundos (anelamento) e 72 °C por 30 segundos
(extensao), finalizando a reagdo com uma etapa de extensao adicional a 72 °C por
dez minutos. Nestas condi¢des espera-se observar em gel de agarose fragmentos de
1311 pb.

5.2.6 Purificagdo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit”

(ThermoFisher), seguindo instrugdes do fabricante e armazenados a -20 °C.

5.3 Analise in silico das sequéncias da scEPG1 nativa e heterdloga

As analises teoricas realizadas neste trabalho utilizaram diferentes softwares.
Para comparagdao do numero de aminoacidos, peso molecular tedrico e ponto

isoelétrico, foi utilizada a ferramenta “ProtParam” (https://web.expasy.org/protparam).

Para analises de similaridade com proteinas homologas depositadas em
bancos de dados, foi utilizada a ferramenta “BLAST - Basic Local Alignment Search
Tool’ (NCBI).

A identificagao de regides de dominios conservados foi realizada utilizando a
base de dados de dominios conservados “CDD” (Conserved Domain Database)
(Marchler-Bauer et al. 2017).

Para predigdo de possiveis glicosilagbes, foram utilizados os servidores
“‘NetOGlyc 4.0” (Steentoft et al. 2013) que indica as regides de possiveis glicosilagdes
O-linked; e o servidor “NetNGlyc 1.0” (Gupta and Brunak 2001) que indica as regides
de possiveis glicosilagdes N-linked.

Para a construgéo dos modelos tedricos por homologia, foi utilizado o servidor
SWISS-MODEL (Benkert et al. 2011; Waterhouse et al. 2018). A sequéncia de
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aminoacidos € inserida na pagina do servidor que retorna o resultado final da analise
que consiste no alinhamento multiplo de sequéncias proteicas comparando com o
banco de dados “Protein Data Bank” (PDB). Com base nas informagdes obtidas &
predita a estrutura tridimensional da proteina de interesse, de forma comparativa e

virtual.

5.4 Clonagem em E. coli DH10B

5.4.1 Construgéo vetor pPICZaA + amplicon SCEPG1

O vetor pPICZoA (ThermoFisher) foi digerido com as enzimas de restricao Xbal
e Kpnl deixando-0 na sua forma linear com as extremidades compativeis com o
produto de PCR gerado nas etapas anteriores, que também foram submetidos a
digestdo com as mesmas enzimas nas seguintes condigdes em 50 uL de volume total
de reacdo: Para enzima Xbal, DNA (Vetor ou Inserto): 4 ug, Buffer CutSmart (5 L),
Enzima Xbal (2 pL); Para enzima Kpnl, DNA (Vetor ou Inserto): 4 pug, Buffer NEB 1.1
(5 uL), Enzima Kpnl (2 uL). Ambos foram incubados a 37 °C por 3 horas.

Apos a clivagem, tanto o vetor, quanto o produto de PCR foram purificados com
“‘PureLink™ Genomic DNA Mini Kit” (ThermoFisher), seguindo instrugbes do

fabricante e armazenados a -20 °C.

Para reacgao de ligagao na proporgao 3:1 (Vetor:Inserto), realizou-se a reagao
nas seguintes condigdes: Vetor (100 ng/uL), Inserto (100 ng/uL), Tampao T4 10X,
Enzima T4 ligase (1pL) incubado a 16 °C por 16 horas. A enzima foi inativada apos

incubacdo a 65 °C por 10 minutos.

5.4.2 Transformacgéo de E. coli DH10B por eletroporagao

O sistema de ligagado contendo o vetor pPICZoA e o produto de PCR obtido
anteriormente foi usado para transformacao de E. coli DH10B eletrocompetente. Para
tal, foi utilizado o aparelho “Gene Pulser” (Biorad). Foram preparados 50uL de E. coli
DH10B eletrocompetente e 3uL de DNA do sistema de ligacéo (Iltem 5.4.1), que foram
transferidos para uma cubeta de eletroporacdo previamente resfriada. As
configuragdes utilizadas foram: 2,5 KV, 25 pyF e 200 Q. As células foram submetidas
a um pulso elétrico e imediatamente apods foi adicionado 1 mL de meio SOC no interior

da cubeta e homogeneizado com as células. Esta suspensao foi transferida para um
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tubo Falcon de 15 mL estéril, sendo repetido trés vezes até completar 3 mL de meio
de cultura. O material foi incubado a 37 °C, sob agitagao de 200 rpm por 1 hora. Em
seguida, 100 pL foram transferidos para uma placa contendo meio LB agar Low Salt
pH 7,5 acrescido de Zeocina (Triptona 10%; NaCl 5%; Extrato de levedura 5%;
Zeocina 25mg/ml) e incubadas a 37 ‘C por 24 horas. Dez colénias foram selecionadas

e posteriormente estocadas em Glicerol 20% a -80 °C.

5.5 Clonagem em Pichia pastoris X33

Foi realizada a extracdo de DNA plasmidial utilizando o kit MaxiPrep (Qiagen)
seguindo as instrugbes do fabricante. Dez microgramas do material genético foram
linearizados com a enzima de restricdo Pmel (New England Biolabs) por incubagao a
37 °C por 2 horas e interrompida por aquecimento a 65 ‘C por 20 minutos e
posteriormente purificado com o kit “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit”

(ThermoFisher) e estocado em freezer -20 °C.

5.5.1 Transformacéo de Pichia pastoris X33

Inicialmente as células de P. pastoris X33 foram preparadas para a
transformacao quimica. Para isso, as células foram crescidas em 5 mL de meio YPD
liquido a 30 °C e agitagdo de 200 rpm por 16 horas para a obtengao do pré-inéculo.
Este pré-inéculo foi diluido até a ODsoo na faixa de 0,1 - 0,2, seguidas de incubagao a
30 °C sob agitagao de 250 rpm até a ODsoo atingir a faixa de 0,6 - 1,0. A partir desta
cultura, as células foram submetidas a competéncia utilizando o kit “Pichia
EasyComp™ Transformation Kit” (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante.

As células competentes foram armazenadas em freezer -80 °C.

O procedimento de transformacao foi realizado utilizando-se 50 uL das células
previamente tornadas competentes e adicionado 3,5 pug de DNA linearizado
previamente purificado. A transformacao foi realizada utilizando as solugdes do kit
“Pichia EasyComp™ Transformation Kit” (Invitrogen) seguindo as instrugées do
fabricante. Foram plaqueados 150 pL de cultura em meio YPDS (YPD+Sorbitol) sélido
com 100 pg/ml de Zeocina. A inclus&o de sorbitol nas placas de YPD estabiliza as
células recém transformadas pois sao sensiveis a alteragdes osmoéticas. As placas
foram mantidas em estufa a 30 °C por 2-3 dias. Apos o crescimento das coldnias,

foram armazenadas em glicerol 20% a -80 °C.
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5.5.2 Andlise da expresséao de proteina em Pichia pastoris

Tendo confirmado, por PCR, que as colbnias recombinantes contém o inserto,
€ necessario determinar as condigdes e métodos 6timos para a expressao do gene
clonado. Seguindo o protocolo “Expression of recombinant Pichia strains” (Invitrogen),
os estoques obtidos na etapa anterior foram cultivados em meio BMGY (Meio
Tamponado Complexo com Glicerol) (Tabela 2) até atingir a ODeoo de 2,0 a 6,0. Em
seguida a cultura foi diluida em meio BMMY (Meio Tamponado Complexo com
Metanol) (Tabela 2), no qual as células cresceram por sete dias. A cada 24 horas foi
retirada uma aliquota de 1,0 mL, deste volume, foi retirado 20 uL para medigcao através
de espectrofotometria da ODsoo para monitorar o crescimento celular. Apos a
centrifugacgao da aliquota da cultura, 10uL foram utilizados para dosagem de proteinas
totais pelo método de Bradford (1976) e 100uL para medigao de atividade enzimatica
pelo método de DNS. A cada 24 horas a quantidade de metanol no meio foi reposta
de modo manter ativa a inducédo da expressao da proteina recombinante, sendo sua

concentragao final de 1,5%.

Tabela 2 - Composigdo dos meios BMGY / BMMY

Componentes Concentragao
Extrato de levedura (p/v) 1%
Peptona de caseina (p/v) 2%
Tampao fosfato pH 6,0 1M (v/v) 10%

10X YNB (Meio Nitrogénio levedura Base 13.4%) (v/v) 10%
500X B (Biotina 0,02%) (v/v) 0,2%

10X M (Metanol 5%) (v/v) Para BMMY 10%

10X GY (Glicerol 10%) (v/v) Para BGMY 10%

Fonte: Invitrogen
5.5.3 Quantificagdo de proteinas totais

Para determinacao da concentracéo de proteinas totais da amostra, foi utilizado
o método de Bradford. Para isso, foi construida uma curva padréo para calibracdo do
equipamento utilizando diferentes concentragdes de albumina bovina sérica (BSA).
Foram utilizadas cinco diferentes concentrag¢des (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL) e os
valores de absorbancia foram lidos a 595nm. Apds a construgéo do grafico, foi obtida
a equacao da reta, com valor de R2 > 0,99 e que foi utilizada posteriormente para

determinacao da concentracéo de proteinas totais nas amostras.
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5.6 Extracdo de DNA genémico e cDNA de Pichia pastoris X33 scEPG1

O DNA genbmico dos clones de Pichia pastoris foi extraido segundo o
protocolo descrito por Looke et al. (2011), utilizando acetato de litio 0,2M e solugao
SDS 1%.

O RNA total das linhagens submetidas a indugédo por 144 horas foi extraido
pela utilizagcdo do “Plant/Fungi Total RNA Purification Kit' (Norgen Biotek). Este RNA
foi submetido a reacdo da trasncriptase reversa “SuperScript™ [ll Reverse
Transcriptase” (ThermoFisher) seguindo as instru¢gdes do fabricante. Este material
genético foi utilizado como molde nas reagcdes de PCR com primers especificos para

analise dos transcritos produzidos pela levedura.

5.7 ldentificacido da proteina

5.7.1 Precipitagdo da proteina

As amostras foram previamente submetidas a precipitacdo por solucdo de
acido tricloroacético (TCA) na concentragéo final de 10% e incubado a -20 °C por uma
hora. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 30 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi submetido a trés ciclos de
lavagem por acetona gelada (100%) seguidas de centrifugacdo nas mesmas

condi¢des e posteriormente em temperatura ambiente para secagem.

As amostras foram ressuspendidas em 4 pL de agua milli-Q, e, a este volume,
foram adicionados 5 pL de tampao de amostra (Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2X)
— Thermofisher n° LC2676) e 1 uL de agente redutor (NUPAGE® Reducing Agent
(10X) — Thermofisher n® NP0004). Em seguida, as amostras foram incubadas a 85 °C

por 2 minutos e aplicadas no gel de poliacrilamida 10% com 1 mm de espessura.
5.7.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS
Para analise da presenca da proteina recombinante no extrato bruto de P.

pastoris, foi empregada a metodologia de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE.

A eletroforese foi realizada em sistema fechado contendo tampao de corrida
diluido (100 mL de “10X Novex™ Tris-Glycine SDS Running Buffer” e 900 mL de agua
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destilada). Para cada corrida, foram utilizados 5 pL do marcador “Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards” (Bio-Rad) contendo 10 proteinas recombinantes com
tamanhos de 10 a 250 kD, sendo duas marcadas em rosa (25 e 75 kD) e oito marcadas
em azul. A corrida foi realizada a temperatura ambiente, submetida a 125 V constante

por 90 minutos.

5.7.3 Coloragdo com azul de comassie

As bandas protéicas presentes no SDS-PAGE foram visualizadas apds a sua
incubacédo, seguida de trés ciclos de lavagem com agua destilada por 5 minutos sob
agitacdo para remocgao do tampao SDS, e posteriormente foi adicionado 20 mL de
corante “SimplyBlue™ SafeStain” (Invitrogen) e incubado por 3 horas a temperatura
ambiente sob agitacdo. Apdés o tempo de incubagao na solugdo corante, o gel foi

descorado duas vezes utilizando agua destilada por 1 hora sob agitagao.

5.8 Ensaios enzimaticos

5.8.1 Medigéo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi avaliada primeiramente utilizando o extrato bruto
enzimatico obtido nas etapas anteriores. O substrato utilizado foi acido
poligalacturénico (PGA, 95% pureza, Sigma Aldrich). Tendo como controle positivo
uma pectinase de Aspergillus niger comercial (Sigma Aldrich), com atividade
enzimatica de 1,32 Ul por mg de enzima. O substrato foi dissolvido em tamp&o 0,1 M
acetato de sédio pH 5 na concentragcdo de 0,5%. Esta atividade foi determinada
através do aumento da concentragao de acucar redutor apos incubagao da amostra

enzimatica com a solugao de substrato.

Para o ensaio enzimatico foram utilizados 100 pL de extrato enzimatico e
100 uL solugéo de substrato. O controle negativo é composto de 100 pL solugao de
substrato acrescida de 100 pyL de extrato obtido da linhagem transformada apenas
com o vetor pPICzaA vazio, enquanto o branco possui 100 uL de solugao substrato e
100 yL de meio BMMY. A mistura foi incubada a 40 °C em 22 horas de reagdo. A
reacao foi interrompida pela adigdo de 300 uL de DNS modificado (10 g/L acido-3,5-
dinitrosalicilico, 3,2 g/L hidréxido de sodio e 300 g/L tartarato de sédio e potassio),
seguido de incubagao a 100°C por 10 minutos e diluido para um volume total de 2 mL.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm.
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5.8.2 Efeito de ions metalicos, agentes redutores, detergentes e quelantes sobre a

atividade pectinolitica da scEPG1.

Para determinar se ha influéncia de diferentes compostos na atividade
enzimatica, foram adicionados sais de ions metalicos (FeCls.6H20; CaClz; ZnSOg4;
NaCl; CoCl2.7H20; KCI; CuCl2); agentes redutores (B-Mercaptoetanol; ditiotreitol
[DTT]); detergentes (Dodecil sulfato de sodio [SDS]) e quelantes (Etilenodiamino
tetracético [EDTA]).

Neste ensaio foram empregados 100 pL do extrato bruto contendo a enzima,
50 pL do substrato acido poligalacturénico 1% em tampao acetato de sédio 100mM
pH 5, 38 puL de tampéao acetato de sédio 100mM pH 5 e 12 uL de solugdo de sais,
detergentes, agentes redutores ou quelantes a 300 mM, ficando na concentragao final
de 18 mM.

5.8.3 Extragdo do conteudo intracelular dos clones X33 _scEPG1 e X33 _vetor vazio

Para analise da atividade intracelular, as células foram submetidas a extragao
do conteudo intracelular pela utilizagdo do tampao de rompimento (Breaking buffer)

sugerido pelo protocolo “Pichia expression Kit” (Invitrogen).

As células foram previamentes lavadas e centrifugadas a 3000 xg por 10
minutos com Breaking Buffer (BB) (50 mM Fosfato de sdédio pH 7,4; PMSF 1 mM
(fluoreto de fenilmetilsulfonil), EDTA 1 mM e 5% glycerol), em seguida as células foram
ressuspendidas com Breaking Buffer até atingirem a ODeoo: 50-100. Foi adicionado
igual volume de pérolas de vidro de 0,5mm (previamente lavadas com acido e
autoclavadas). Apds rigorosa agitacdo em vortex por 30 segundos, as células foram
incubadas em gelo por 30 segundos. Esse processo de agitagao e resfriamento foi
repetido 7 vezes. Este procedimento reduz a chance de desnaturagdo da proteina.
Apds esse processo, as células foram centrifugadas a 12000 xg por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e armazenado para

posterior utilizagdo no ensaio de atividade enzimatica.

5.8.4 Influéncia do pH e temperatura sobre as atividades da scEPG1

Para se determinar o pH 6timo da atividade da scEPG1, as amostras foram

incubadas com o substrato, em tampdes de diferentes valores de pH, sendo citrato-
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fosfato 0,1 M (pH 4.0), acetato de sddio 0,1 M (pH 5,0), fosfato de sddio 0,1 M (pH 6,0
—7,0) e Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0 - 9,0). Dentre as temperaturas, foi testada a faixa de
10a 70 °C.

5.9 Sacarificacio

10 mg de cana-de-agucar SP80-3280 foram incubadas com 0,5 mL de hidréxido
de sodio por 30 minutos a 90 °C sob agitagao constante. O residuo obtido desse pré-
tratamento foi lavado trés vezes com 1 mL de tamp&o acetato de sédio (pH 5.0). A
este material foram adicionados 1,6 mL do coquetel enzimatico Celluclast 1.5L
(Novozymes®) em tamp&o acetato de sédio 50 mM (pH 5) e incubados a 50 °C por 16
horas sob leve agitagdo. Para avaliagdo do processo de sacarificagdo, os agucares
redutores obtidos da digestdo enzimatica foram mensurados pelo método MBTH
empregando glicose 10 mM como padrdo. A 300 pL do sobrenadante da hidrdlise
foram adicionados 100 pL de hidréxido de sédio 1N e 200 pyL do reagente MBTH
(3mg.mL-1 MBTH e 1 mg.mL-1 DTT) em um novo microtubo. Essa solugao foi levada
a aquecimento a 70 °C por 20 minutos. Logo, foi adicionado 400 uL de agente oxidante
(0,5% sulfato ferroso de aménio, 0,5% &cido sulfamico e 0,25 N acido cloridrico) onde
permaneceu em repouso por 1 h. O ensaio colorimétrico foi avaliado na absorbancia
de 620 nm.
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6. PLANO DE TRABALHO
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho faz parte de um grande projeto em andamento que une 30
laboratorios em 5 estados brasileiros com o objetivo de desenvolver as bases
tecnoldgicas necessarias para viabilizar a produgéo de etanol celuldsico a partir de
cana-de-agucar no Brasil (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol —
INCT n° 14/50884-5). O foco deste trabalho é expressar, de forma heteréloga, uma
pectinase com atividade de endopoligalacturonase produzida pela cana-de-agucar,

até o momento nao estdo disponiveis na literatura.

Os trés principais desafios enfrentados neste trabalho foram (a) a produgao da
enzima funcional, chamada aqui de scEPG1 (sugarcane EPG-1) de forma heterdloga,
(b) a determinacao dos melhores parametros cinéticos e (c) a evidéncia que a adigao
desta enzima ao coquetel comercial pode promover um melhor rendimento de

acgucares a partir da biomassa da cana-de-agucar.

Mesmo em pequenas proporgdes, a pectina é um importante polissacarideo
envolvido na recalcitrancia da biomassa, prejudicando o rendimento na produgao de
etanol de segunda geragao (De Souza et al. 2015). Quando o coquetel enzimatico
comercial foi suplementado com um extrato fungico rico em pectinase e a-L-
arabinofuranosidade, observou-se um aumento de 116% na eficiéncia de hidrdlise do

bagaco de cana-de-agucar (Delabona et al. 2013).

Além disso, trabalhos anteriores ja demonstraram que a adi¢do de enzimas
acessorias como hemicelulases e pectinases a biomassa vegetal promoveu melhor
rendimento e velocidade de conversdo (Gusakov et al. 2007; Berlin et al. 2007). Por
exemplo, a adicdo de uma pectinase comercial em extratos ricos em enzimas
celuloliticas aumentou o rendimento na hidrélise da palha de milho (Berlin et al. 2007)
e bagaco de cana (Delabona et al. 2013). Porém, todos esses dados se referem a
enzimas de origem microbiana. A endopoligalacturonase (EC 3.2.1.15), familia GH28,
catalisa a hidrolise das ligagbes glicosidicas a-(1,4) entre duas unidades de acido
galacturdnico nao esterificadas do homogalacturonano. Com o intuito de realizar uma
analise comparativa entre as sequéncias de endopoligalacturonases provenientes de
organismos produtores de EPGs, foi feito um levantamento das enzimas

caracterizadas presentes em bancos de dados (Figura 3).
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Figura 3 - Homologia das sequéncias de aminoacidos de enzimas de plantas e microrganismos mais
representados da familia CAZy GH28
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Legenda: EPGs preditas de gramineas (Setaria italica, Sorghum Bicolor e Zea mays - ainda nao
caracterizadas) foram adicionadas ao alinhamento. Os niumeros indicam os valores de bootstrap. O
meétodo de maxima verossimilhanga foi escolhido de acordo com o modelo de substituicdo mais bem

classificado (Tajima-Nei) com 1000 réplicas de bootstrap. Os nimeros do NCBI GenBank séo
indicados em cada sequéncia. Fonte: (Latarullo et al. 2016)
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A atuacao das EPGs em cana organismo deve refletir a fisiologia, metabolismo
e modo de vista dos organismos que as produzem. Das 210 enzimas caracterizadas
no banco de dados CAZy, 68% sao de fungos filamentosos que tém como organismo
mais prevalente, o fungo Aspergillus niger. Bussink et al. (1992) descreve sete
diferentes tipos de endopoligalacturonases produzidas pela linhagem A. niger N40O.
Este fungo é saprdfito, ou seja, obtém seus nutrientes de biomassa em decomposigao.
Esta caracteristica pode estar relacionada com a grande variedade de EPGs
produzidas, pois € um ataque inespecifico.

Por outro lado, outro modelo presente na literatura € o bacteriano. Dentre as
EPGs caracterizadas de bactérias, a mais amplamente estudada é a produzida por
Pectobacterium carotovorum. Esta bactéria € um fitopatégeno causador da doenca
“‘podridao mole” e “canela preta” através da produgdo de substancias pécticas que
causam a maceracao do tecido, sendo uma doenca comum em plantagdes de batata,
cenoura, tomate, abdbora, cebola, pimentao verde entre outros (Hayward and Mariano
1997). Por ser um fitopatogeno, este microrganismo produz enzimas especificas e de
forma controlada para que ocorra a penetragao no tecido vegetal.

Por fim, em plantas o ataque as pectinas da parede celular e da lamela média
tem sido amplamente descrito para a formagado da zona de abscisdo (Gonzalez-
Carranza et al. 2002), o amadurecimento precoce em frutos (Prasanna et al. 2007) e
a formacdo de aerénquima (Gunawardena et al. 2001). Entretanto, sabe-se
relativamente pouco sobre a diversidade estrutural e funcional das pectinases de

origem vegetal.

Esta enzima é produzida por diversos organismos como: Fungos filamentosos,
bactérias, Archaea, plantas, insetos e nematdides. Pela revisao da literatura concluiu-
se que fungos filamentosos sdo os organismos mais amplamente estudados para

prospecc¢ao de enzimas de degradacgao de biomassa vegetal.

A Tabela 3 mostra as principais caracteristicas dos trés principais sistemas
bioldgicos naturais produtores de endopoligalacturonases, os fungos, as bactérias e
as plantas. O fungo é saprdfito, se alimenta principalmente de matéria organica em
decomposicao, logo se espera que seu arsenal enzimatico seja mais amplo e mais
inespecifico. A bactéria € um fitopatdgeno, se alimenta de matéria organica viva de
uma gama restrita de plantas e produz enzimas para auxiliar na invasao ao vegetal. A

cana-de-agucar produz esta enzima de forma mais controlada para realizar
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modificacdes no cortex da raiz para a formagao do aerénquima nas raizes através da

degradacgao da lamela média.

Entretanto, pode-se observar que as sequéncias de EPGs da bactéria
Pectobacterium carotovorum sao mais similares as EPG de gramineas quando
comparada com a sequéncia da EPG de fungo (Figuras 3 e 4). A maior proximidade
filogenética entre EPGs bacterianas e de plantas pode ser analisado juntamente com
o fato de serem ambos grupos pouco explorados quanto a caracterizagado de enzimas
dessa familia (quando comparadas as EPGs de fungos). Nesse sentido, conclui-se
gue a maioria do que se conhece sobre EPGs de fungos pode nao se aplicar as pouco
conhecidas endopoligalacturonases de plantas, o que mais uma vez reforgca a tese

que ha um potencial relevante ainda n&o explorado em pectinases de origem vegetal.

Tabela 3 - - Comparagdes entre EPGs de Fungo (Aspergillus niger), Bactéria (Pectobacterium
carotovorum) e Planta (Saccharum sp.) quanto ao modo de nutricdo, dados na literatura, agao da
enzima no metabolismo e especificidade do substrato

Bactéria (P.
Fungo filamentoso ctéria ( Planta (Saccharum sp.)
carotovorum)
Modo de nutrigdo Saprofito Fitopatdgeno Fotossintese
EPGs
caracterizadas 68% fungo 8% bactérias 22% outras plantas
(Dados na filamentoso ° (0% cana-de-agucar)
literatura)
Para modificagdes no
N e roprio corte
~ Para obtencdo do Para auxiliar a entrada ProprIO coTtex
Ag¢do da EPG no . (aerénquima),
. alimento em no vegetal no momento .
metabolismo - . ~ amadurecimento de frutos e
decomposic¢ado da infecgdo ~
formagdo da zona de
abscisdo
, Mais especifico e Altamente especifico e
o Inespecifico (atua em . o
Especificidade do . controlado (produzido | controlado (atua na prépria
diferentes plantas em . ~
substrato I no momento da infec¢do parede celular de forma
decomposi¢do) ,
de planta especifica) controlada)

Fonte: Elaborado pelo autor

Utilizando as sequéncias de aminoacidos da EPG de cana-de-agucar e

comparando com a sequéncia modelo de um microrganismo fungico (A. niger) e outra
de um microrganismo bacteriano (Pectobacterium carotovorum) (Figura 4), é possivel
verificar pelo alinhamento das sequéncias as regides mais conservadas da EPG (em

cinza) e os aminoacidos similares (em vermelho).
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Figura 4 - Alinhamento da sequéncia da endopoligalacturonase de cana com outras
endopoligalacturonases de microrganismos (A. niger e P. carotovorum)
10 Z0 20 40 50 a0

SR AR SIS SEURN R, O GO oA GRS AR N | S U s
Pectobacterium carotovorum MEYQSGKRVI. SLSDGLIGLF SASAFASDSR TVSEPKEVPSS CTIVLEADSST ATS-TIQKAL NNCGQGKR

Aspergillus niger =0zl ——————— MHS FASLLAYGLYV AGATFASASE IEARDSCTFT TAAARDKELGED KHCE—IITLNN IEVELAG——

Saccharum sp. hybrid MAPGRSLEPV AVALWAARSLI. LAASCARAGA SS5GGPGCEREH VAEVREYGAV GDGRILNTARA FARAVADL
110 120 130 140 150 1&0
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Pectobacterium carotovorlum IDKGWVILEAV MNMHAKSF———E NAPSSCGVWVD FHNGEGCDAFI TATSTEINSGI Y&-PGTIDGED GEVELQDE

Aspergillus niger EEG——————— S e TTTFRQYEE WAGP—-LISM SGEHIETVIGA S6G——-HLINCD G———————

Saccharum sp. hybrid LDEGAETLAS QDMNHWPLIA PLPSYGRGRD EPGPRYINFI GGSNLEDVII TGEGENGIINGD &6———————
Z10 ZZ0 Z=0 Z40 Z50 280

T B I HE T I B I IR I B B R (PP

FPectobacterium carotovorum TLYNVSLINS PHNFHVWVESDG DGEFTAWETITI KTPSTARNTD GIDFMSSFNI TIAHSSISTG DDHNVAIES

Aspergillus niger HIENTPLMAF S-VOQANDITF TDVWIINNADG DTQG-GHHTD AFDWGHSWVGEY HNITKPAVHNG DBDCTAVHS

Saccharum sp. hybrid IISNVIFINA PYWHLHPTYC THVILISGVII LAPLHNSEFHID GIDPLSS5SHYV HIEDCYIVSG DDCVAVES
210 220 330 240 350 280

! s B! s S | B (PO | BN (RO, R P | R s SO | RO, i

Fectobacterium carotovorum —LIGSETHMG-V YHWIVDDLNM NGTTHGLEIEK SDESAAGVVH GVRYSHVWVHME HVAKP-IVID TVYEEEEG

Aspergillus niger SVIGDESHNWVY EMWIITIEHSTV SHSENAVRIE TISGATESWS EITYSHNIVMS GISDYGVVIQ QD¥EDGEE

Saccharum sp. hybrid —LGSEMSGGI EROVRAEDNVA IWNTESAVRVE SGAGRGGFWE DIFVREGLSLH THMEWV-FAMT GHNYGQHPD
410 420 430 440 450 480

T e I e e e B I I B B I IR I B

Pe=ctobacterium carotovorum NAKEP-————-— —IEVITMFNVE LTSDSTHNQIF NWIVEK -———— —————————— —————— ————  ————————

Aspergillus niger e i -EIYLLCOGSG SCSDWINDDV ENITGGEESTAR CENFPSVASC —————————— ————————

Saccharum sp. hybrid IPNDEYTGIC ISHNVTARLAP NAQELCWNCT HVEGVISDVS PEPCPELGAE GHKPCAFEVEE LWVIGPFEL

Legenda: em vermelho: aminoacidos similares; em cinza: regido conservada
(Fonte: elaborado pelo autor).

7.1 Analises in silico da sequéncia da EPG de cana-de-acucar

Informacgdes tedricas sobre as possiveis glicosilagdes, ponto isoelétrico, peso
molecular, estabilidade e possivel estrutura tridimensional, utilizando a sequéncia de
EPG de cana-de-agucar (versdo nativa e heterdloga) foram obtidas com o fim de
avaliar a semelhanga de ambas proteinas. Desta forma, foi possivel predizer algumas
diferencas que poderiam ocorrer substituindo o peptideo sinal nativo pelo peptideo
sinal do vetor além da adigdo do epitopo c-myc e cauda de histidina. O resultado
obtido pode ser observado de forma resumida na Tabela 4 e a sequéncia completa de
aminoacidos da EPG de cana-de-agucar nativa (Figura 5) e heterdloga produzida por

Pichia pastoris (Figura 6).
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Tabela 4 - Analise in silico da sequéncia da scEPG1 nativa da cana-de-agucar e heteréloga produzida

por Pichia pastoris

Informacgao

scEPG1 nativa

scEPG1 heteréloga

557 aa
(sendo 74 aa do peptideo sinal + 23

Numero de aminoacidos 460 aa ;
aa do epitopo c-myc e cauda de
histidina)
Peso molecular 49.4 kDa 60.1 kDa
Ponto isoelétrico (PI) tedrico 6.32 5.30

Similaridade com outras
EPGs

93,7% similar a EPG de sorgo
(Sorghum bicolor C5X022)

95,2% similar a EPG de sorgo
(Sorghum bicolor C5X022)

Dominios conservados

EPG: entre os aa 41-344
(COG5434 — Familia GH 28)

Fator alfa: entre os aa 1-85
(pfam05436 - Mating factor alpha)
EPG: entre os aa 115-418
(COG5434 — Familia GH 28)

Glicosilagbes tedricas

3 potenciais regiées (O-linked)
4 potenciais regides (N-linked)

6 potenciais regides (O-linked)
6 potenciais regides (N-linked)

Modelagem comparativa da
estrutura terciaria

Mondmero

Homo-tetramero

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 5 - Sequéncia de aminoacidos da endopoligalacturonase de cana-de-agucar nativa

MAPG\RASLRPVAVALWAASLLLAASCARAG\AA?SGG PGCRKHVAKVREYGAVGDGRTLNTAAFARAVADLSRRARDG
GAALVVPPGKWLTGPFNLTSCFTLYLDEGAEILASQDMNHWPLIAPLPSYGRGRDEPGPRYINFIGGINLTDVIITGK

NGTINGQGQVWWDKFHAKELKSTRGHLLELLYSDNIIISNVTFINAPYWNLHPTYCTNVTISGVTILAPLNSPNTDGI
DPDSSSHVKIEDCYIVSGDDCVAVKSGWDEYGIRFNMPSQHIVIRRLTCISPTSAMIALGSEMSGGIRDVRAEDNVAI
NTESAVRVKSGAGRGGFVRDIFVRGLSLHTMKWVFWMTGNYGQHPDNTSNPNALPEVTGINYSDVFAENVTMA
GRMEGIPNDPYTGICISNVTARLAPNAQELQWNCTNVKGVTSDVSPKPCPELGAEGKPCAFPVEELVIGPPELPKCSY

Legenda: Em verde: Regido removida apds a clivagem do peptideo sinal nativo; Em cinza: regiao do
dominio da familia GH28; caixas vermelhas: regido de possivel glicosilacdo N-linked; setas
vermelhas: regiao de possivel glicosilagdo O-linked.

Figura 6 - Sequéncia de aminoacidos da endopoligalacturonase de cana-de-agucar heteréloga

MRFPSIFTAVLFA SSAy-\AP DETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGV
SLEKREAEAEFTWPSRPSRIGTGASSGGPGCRKHVAKVREYGAVGDGRTLNTAAFARAVADLSRRARDGGAALVV

PPGKWLTGPFNLTSCFTLYLDEGAEILASQDMNHWPLIAPLPSYGRGRDEPGPRYINFIGGSNLTDVIITGKNGTING
QGQVWWDKFHAKELKSTRGHLLELLYSDNIISNVTFINAPYWNLHPTYCTNVTISGVTILAPLNSPNTDGIDPDSSS
HVKIEDCYIVSGDDCVAVKSGWDEYGIRFNMPSQHIVIRRLTCISPTSAMIALGSEMSGGIRDVRAEDNVAINTESA
VRVKSGAGRGGFVRDIFVRGLSLHTM KWVFWNITGNYGQH PDNTSNPNALPEVTGINYSDVFAENVTMAGRM

EGIPNDPYTGICISNVTARLAPNAQELQWINCTNVKGVTSDVSPKPCPELGAEGKPCAFPVEELVIGPPELPKCSYGLE

QKLISEEDLNSAVDHEFREH

Legenda: Em azul: Regido do peptideo sinal do vetor pPICzaA (fator alfa de Saccharomyces
cerevisiae); Em cinza: regido do dominio da familia GH28; Em amarelo: epitopo c-myc; Em roxo:
cauda de histidina; caixas vermelhas: regido de possivel glicosilagdo N-linked, setas vermelhas:

regido de possivel glicosilagdo O-linked.
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A scEPG1 nativa possui 460 aminoacidos enquanto a scEPG1 heterdloga
possui 557 aminoacidos (Tabela 4). Essa diferenga decorre da adicao da sequéncia
do peptideo sinal da enzima heterologa (fator alfa de Saccharomyces cerevisae), que
possui 74 aminoacidos. A sequéncia da enzima heterdloga possui também,
adicionados ao final do gene de interesse, o epitopo c-myc e cauda de histidina, que

somam mais 23 aminoacidos.

O peptideo sinal € necessario para o direcionamento e translocagcado de
membrana pelas respectivas proteinas de translocagdo, porém pode influenciar
também na biossintese, na cinética de enrolamento e na estabilidade das respectivas
proteinas (Freudl 2018). A utilizagdo do peptideo sinal do vetor é recomendada pelo
fabricante (Invitrogen) pois permite a eficiente secregcdo da maioria das proteinas
clonadas em Pichia pastoris.

A adicao do epitopo c-myc é um sistema de detecgao que tem sido amplamente
utilizado para Western blotting, imunoprecipitagcdo e citometria de fluxo, mas
raramente é aplicado para purificagdes (Kipriyanov et al. 1996). Seu tamanho pequeno
(sequéncia EQKLISEEDL) sugere a baixa possibilidade de perturbar (ou melhorar) o

dobramento de proteinas (Li 2010).

Os marcadores His-Tag facilitam a purificagdo da proteina heterdloga pela
ligacao seletiva da proteina expressa a uma coluna de afinidade de niquel (Chant et
al. 2005). Carson et al. (2007) demonstraram que estas marcas de purificacdo

geralmente ndo tém efeito significativo na estrutura da proteina nativa.

7.1.1 Peso molecular das enzimas nativa e heteréloga e glicosilagbes

A analise de peso molecular da enzima nativa com dados do “Uniprot” de EPGs
ja caracterizadas demonstrou que o tamanho esperado da EPG nativa (49.4 KDa —
Tabela 4) esta em uma faixa similar ao peso das enzimas de outras plantas, como
Arabidopsis thaliana (Uniprot: Q949Z1) que possui 51,3 kDa, de soja Glycine max
(Uniprot: Q9SWS3) que possui 47.33 kDa e do tomate Solanum lycopersicum
(Uniprot: Q96488) possui 41.85 kDa. As EPGs de plantas apresentam de modo geral
maior peso molecular quando comparadas com EPGs de fungos como Aspergillus
niger (Uniprot: P26213) que possui 38.1 kDa, Geotrichum candidum (Q96WQ1) que
possui 38.13 kDa e a levedura Saccharomyces cerevisiae (Uniprot: P47180) que
possui 37.28 kDa.
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A diferenca observada nos pesos moleculares entre a enzima nativa e a
heterdloga (10,7 kDa) pode ser explicada pela(s) glicosilagdo(des), que podem ser
efetuadas pela levedura durante o processamento poés-traducional. Esta diferenca
pode ocorrer pela presenca da sequéncia do peptideo-sinal, caso a enzima nao seja
processada, o que aumentaria 9,3 kDa. O mesmo também pode ser decorrente dos
aminoacidos adicionados ao final como o epitopo c-myc e a cauda de histidina, que
adicionam 2,5 kDa. Além disso, € possivel que as trés glicosilagdes preditas na enzima

heter6loga possam aumentar o peso molecular.

A glicosilacdo é uma modificagao pos-traducional que precede a secregao de
proteinas e ocorre no reticulo endoplasmatico. A levedura P. pastoris € capaz de
realizar ambos os tipos de glicosilagdo (O- e N-ligadas) (Daly and Hearn 2005;
Roohvand et al. 2017). Poligalacturonases de diferentes espécies de Asperqgillus sp.
apresentam pelo menos um sitio de N-glicosilagdo, e a deglicosilagao causa a total
perda de atividade desta enzima (Stratilova et al. 1998). A poligalacturonase de
Aspergillus acureatus é altamente glicosilada, apresentando um sitio de N-glicosilagao
e dez sitios de O-glicosilagbes (Cho et al. 2001). Por outro lado, o estudo da EPG de
Saccharomyces cerevisiae demonstrou claramente que a glicosilagdo néo é
necessaria para manter os parametros obtidos da EPG selvagem (glicosilada) (Houle
et al. 2008).

O resultado obtido da predigao de glicosilagbes para a scEPG1 nativa é de 3
possiveis glicosilagdes O-linked e 4 possiveis glicosilagdes N-linked. Enquanto para a
EPG heterdloga ha 6 regides de possiveis glicosilagbes O-linked e 6 regides N-linked,
esta diferencga ocorre, pois, as regides do vetor que incluem o peptideo sinal, c-myc e
cauda de histidina apresentou regides de possiveis glicosilagdes. A presenga de sitios
de glicosilagao indica que, uma vez glicosilada, a proteina pode apresentar um peso

molecular maior do que a prevista utilizando a partir de somente a sequéncia primaria.

7.1.2 Ponto isoelétrico

A carga total da proteina varia de acordo com o pH. Define-se o ponto
isoelétrico (P1) como o valor de pH no qual a carga total da proteina € nula. Quando o
pH esta abaixo do PI, a proteina tem carga positiva e quando esta acima do Pl a carga

da proteina é negativa. Em relagdo ao ponto isoelétrico da enzima utilizada neste
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trabalho, a scEPG1 nativa possui o Pl tedrico de 6,32 enquanto a enzima heterdloga

possui o Pl tedrico de 5,30.

Outras poligalacturonases encontradas em plantas possuiam valores mais
altos de Pl quando comparados com os resultados obtidos para este trabalho. Por
exemplo, a poligalacturonase de Arabdopsis apresentou o Pl tedrico de 8,39
(Gonzalez-Carranza et al. 2002) e a EPG de tomate possui o Pl de 9,4 (Ali and Brady
1982). As EPGs de fungos geralmente apresentam valores mais baixos de Pl, a EPG
de A. niger possui o Pl: 4,1 (Pafenicova et al. 2000), de Mucor rouxii NRRL 1894 é:
6,0 (Saad et al. 2007), de Cryptococcus albidus var.albidus é: 8,10 (Federici 1985)
enquanto a EPG de Pectobacterium carotovorum apresentou o ponto isoelétrico mais
alto, sendo 10,19 (Saarilahti et al. 1990).

7.1.3 Modelo tridimensional teérico da EPG nativa e heteréloga

O programa SWISS-MODEL utiliza o calculo matematico chamado “Global
Model Quality Estimation (GMQE)”, este valor é uma estimativa de qualidade que
combina propriedades do alinhamento do modelo de destino e do método de pesquisa
do modelo. A pontuacao resultante do GMQE é expressa como um numero entre
zeros (0) e uns (1), refletindo a precisdo esperada de um modelo construido com esse
alinhamento e modelo e a cobertura do alvo. Numeros mais altos indicam maior
confiabilidade (Waterhouse et al. 2018).

Além deste, outro importante indice € o QMEAN, que, baseado em diferentes
propriedades geomeétricas, fornece estimativas de qualidade absoluta globais (para
toda a estrutura) e locais (por residuo) com base em um unico modelo. O valor do
QMEAN em torno de zero indica boa concordancia entre a estrutura do modelo e as
estruturas experimentais. Valores de -4.0 ou abaixo sdo uma indicacao de modelos

com baixa qualidade (Benkert et al. 2011).

O modelo tedrico da estrutura tridimensional scEPG1 nativa apresentou a
isoforma de homo-tetramero (Figura 7) com 37% de similaridade, 82% de cobertura e
34,40% de identidade com uma hipertermoativa exopoligalacturonase da bactéria
Thermotoga maritima (Pijning et al. 2009). O valor de GMQE de 0,60 sugere a correta
topologia do modelo gerado e o QMEAN de -2,35 indica a boa qualidade da predigéao
(Figura 8).
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Figura 7 - Modelo tedrico scEPG1 nativa (Homo-tetrdmero)

Fonte: SWISS-MODEL

Figura 8 - Alinhamento multiplo da sequéncia da EPG nativa com a sequéncia mais similar do banco
de dados (Exopoligalacturonase de Thermotoga maritima)
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O modelo tedrico da estrutura tridimensional da EPG heterdloga apresentou a
isoforma de monémero (Figura 9) com 36% de similaridade, 66% de cobertura e
31,78% de identidade com uma hipertermoativa exopoligalacturonase da bactéria
Thermotoga maritima (Pijning et al. 2009). O valor de GMQE de 0,49 sugere a correta
topologia do modelo gerado e o QMEAN de -2,08 indica a boa qualidade da predigcéo
(Figura 10).

Figura 9 - Modelo tedrico EPG heteréloga (Mondémero)

Fonte: SWISS-MODEL

Figura 10 - Alinhamento multiplo da sequéncia da EPG heteréloga com a sequéncia mais similar do
banco de dados (Exopoligalacturonase de Thermotoga maritima)
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Fonte: SWISS-MODEL
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Guillén et al. (2011) analisaram as diferengcas na enzima lipase do fungo
Rhizopus oryzae produzida por P. pastoris comparando com a enzima comercial
produzida pelo proprio fungo e observaram que a atividade especifica da enzima
heter6loga € 40 vezes maior do que a nativa, e também o peso molecular da lipase
heter6loga é ligeiramente menor do que a nativa. Os autores sugerem que as
modificagdes na sequéncia da enzima (pré e pds) além das modificagbes pos-

traducionais da Pichia pastoris podem influenciar na atividade biolégica da enzima.

7.2 Construcio do vetor pPICZaA + inserto da EPG de cana-de-acucar

7.2.1 Obtencdo do material genébmico de Saccharum sp.

A sintese do fragmento de DNA correspondente a sequéncia codificante da
scEPG1 foi necessaria por diversos fatores. O principal € que a cana-de-agucar € uma
planta polipldide e o sequenciamento de regides da cana-de-agucar que codificam a
EPG evidenciaram oito versées hom(e)élogas muito similares entre si (97-99% de
similaridade) (Tavares 2015). Por esse motivo, ndo seria possivel amplificar o gene
diretamente do DNA complementar, haja vista que inclusive as regides UTR sao

bastante similares entre os hom(e)blogos.

O gene sintetizado pela empresa “FastBio” foi recebido no vetor pUC57. Para
replicacdo e armazenamento do plasmideo, este foi inserido por transformacio na
bactéria E. coli DH10B. Assim, colénias brancas, que possuem a constru¢do pUC57
+ inserto, foram selecionadas para extragdo de DNA plasmidial e sequenciamento
para confirmacao da sequéncia solicitada. Para a confirmagado do tamanho esperado
da construgéo vetorial, foi realizada a digestdo do DNA plasmidial com a enzima
EcoRI, e como resultado, foram obtidos dois fragmentos. Os tamanhos observados
de cerca de 3,3 kb e 700 pb coincidem com o perfil de digestdo obtido in silico
(NEBCutter) (Figura 11 e Figura 12). Apds analise do sequenciamento deste
plasmideo, conclui-se que a sequéncia € idéntica a molde solicitada, tornando este

material viavel para as proximas etapas do trabalho.
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Figura 11 - Mapa do plasmideo pUC57 + inserto EPG cana digerido com EcoRl

sEcoRl

*EcaoRl

Fonte: NEBCutter
Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose da extracéo e digestdo do DNA plasmidial de pUC57 +
scEPG1.

Ladder |
1kb Plus Integro Digerido

6000pb --
3000pb --

1000pb --
750pb --

500pb ---

250pb --

Legenda: Na primeira canaleta contém o marcador de peso molecular ladder 1kb plus
(ThermoFisher), no segundo pog¢o a construgcao integra e no terceiro pogo apds a digestdo com EcoR/
(Fonte: Elaborado pelo autor).

7.2.2 Desenho dos primers para a construgéo do vetor pPICZaA + scEPG1

Os primers utilizados para realizar a construgdo do inserto da scEPG1 com o
vetor pPICZaA foram desenhados utilizando a regido de Multiplos Sitios de Clonagem

(MSC) para utilizagao das enzimas de restricdo Kpnl e Xbal, apos a confirmagao que
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estas enzimas ndo cortariam nenhuma regido do inserto, utilizando a ferramenta
(NEBCutter). Além disso, foi retirado o peptideo sinal nativo da EPG para utilizagao
do peptideo sinal do vetor (fator-a de Saccharomyces cerevisiae) que exporta a
proteina para o meio extracelular. Também foi removido o “Stop-cédon” nativo, para
utilizagao do “Stop-cdédon” do vetor que € precedido pelo epitopo c-myc que pode ser
utilizado para deteccdo da proteina e cauda de histidina “His-tag” utilizada para

purificacdo da enzima.

Na Figura 13, é possivel verificar cada regido, sendo as bases em cinza
referentes a regido do gene AOX1 do vetor pPICZaA, em laranja o fator- a do vetor
pPICZaA, em azul claro a regido do sitio multiplo de clonagem, em vermelho a regido
das enzimas de restricao utilizadas neste trabalho, em preto a sequéncia da EPG de
cana-de-agucar sem o peptideo sinal e o “Stop-cédon”, em roxo as bases extras
adicionadas no primer para manter a fase de leitura e em azul escuro o “Stop-cédon”
do vetor pPICZaoA.
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Figura 13 - Sequéncia do sitio multiplo de clonagem do vetor pPICzaA apds a insergao da sequéncia
da scEPG1.

CTG GTT CCA ATT GAC AAG CTT TTG ATT TTA ACG ACT TTT AAC GAC AAC TTG AGA AGA
TCA AAA AAC AAC TAA TTA TTC GAA ACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA
ITTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG
GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC GAT,
GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT ATA AAT ACT
ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC GAG AA4 AGA GAG GCT]
GAA GCT GAA TTC ACG TGG CCC AGC CGG CCG TCT CGG ATC GGT ACC GGC GCG TCG
TCC GGG GGG CCT GGA TGC CGG AAG CAC GTG GCG AAG GTC AGG GAG TAC GGC GCG
GTG GGG GAC GGG AGG ACG CTC AAC ACG GCG GCG TTC GCC AGG GCG GTG GCG GACQ
CTG TCG CGG CGC GCG CGC GAC GGC GGC GCG GCG CTG GTG GIG CCG CCG GGG 44G
TGG CTCACG GGG CCCTTCAACCTCACAAGCTGCTTCACG CTC TAC CTC GAC GAG GG(
GCCGAGATC CTC GCG TCC CAG GACATG AAC CATTGG CCC CTCATA GCT CCC CTG CCG
TCTTAC GGG AGA GGA AGG GAC GAG CCT GGC CCA AGG TACATC AAT TTC ATT GGA GGA
TCC AAT CTC ACT GAC GTC ATC ATC ACA GGT AAA AAT GGA ACA ATC AAC GGG CAG GGG
CAA GTCTGG TGG GAC AAG TTC CAT GCC AAG GAG CTCAAG TCC ACC CGC GGC CAC CTC
CTG GAG CTC CTC TAC TCT GAT AAC ATC ATC ATC TCC AAT GTC ACC TTC ATC AAC GCG
CCATACTGG AAC CTC CAC CCT ACCTAT TGC ACC AAT GTG ACC ATC AGT GGC GTC ACQ
ATT CTC GCG CCG CTG AAT TCG CCT AAC ACC GAT GGA ATT GAC CCA GAT TCT TCC TCG
CAT GTCAAG ATC GAG GACTGC TACATC GTC TCC GGC GAC GACTGC GTC GCC GTG AAG|
AGC GGG TGG GAC GAG TAC GGCATCAGG TTCAACATG CCG AGC CAG CACATC GTC AT(
AGG AGG CTG ACC TGC ATC TCC CCC ACG AGC GCC ATG ATC GCG CTG GGC AGC GAG
ATG TCC GGC GGC ATC CGC GAC GTG CGC GCC GAG GAC AAC GIC GCC ATC AAC ACG]
GAG TCG GCC GTC AGG GTC AAG TCC GGC GCG GGG AGG GGC GGC TTT GTC AGG GAC
ATT TTC GTG CGC GGC CTCAGC CTC CACACCATG AAGTGG GTG TTC TGG ATG ACC GG(
AAC TAC GGG CAG CAC CCC GACAACACG TCCAAC CCCAAC GCCTTG CCC GAG GTC AC(
GGC ATC AAC TAC AGC GAC GTG TTC GCT GAG AAC GTG ACC ATG GCC GGC AGG ATG
GAG GGCATC CCCAAC GACCCCTACACC GGG ATCTGCATATCCAAC GTC ACT GCC CGC
CTC GCG CCG AAC GCC CAG GAG CTG CAG TGG AAC TGC ACC AAC GTC AAG GGG GICQ
ACC TCC GAC GTC TCG CCC AAG CCG TGC CCA GAG CTC GGC GCG GAG GGC A4G CCG
TGCGCCTTC CCG GTG GAA GAG CTC GTCATT GGC CCA CCG GAG CTG CCAAAG TGT AGC
TAC GGT CTA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT|
CAT CAT CAT CAT CAT TG4

Legenda: Em cinza: parte do vetor pPICzaA; em laranja: regido do fator-a do vetor pPICzaA; em azul

claro: regido do sitio multiplo de clonagem; em vermelho: sitio das enzimas de restrigdo utilizadas; em

preto: sequéncia da scEPG1 sem o peptideo sinal e ‘STOP cédon’ nativo; em roxo: adi¢ao das bases
extras para manter a fase de leitura e em azul escuro: ‘STOP coédon’ do vetor

Para confirmar que a fase de leitura da construcido plasmidial esta correta, a
sequéncia de aminoacidos foi utilizada como input em um tradutor de proteinas
(ExPASYy) e o resultado obtido confirmou a sequéncia traduzida na fase correta,
comegando na metionina do fator a do vetor e terminando logo apos os seis residuos
de histidina (Figura 14).



Figura 14 - Sequéncia de aminoacidos e nucleotideos da enzima recombinante
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Fonte: EXPASy
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7.2.3 Amplificagdo do Fragmento da EPG de cana-de-agucar em plasmideo pUC57

Apods a extragao do DNA plasmidial, os primers desenhados para a clonagem
foram utilizados para amplificagdo do fragmento correspondente a sequéncia
codificante da scEPG1. Apos a reagédo de PCR, foi observado em gel de agarose 1%
fragmentos com tamanho entre 1000 e 1500pb, sendo o tamanho esperado 1311pb
(Figura 15).

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificagdo do gene
sintético da endopoligalacturonase contido no plasmideo pUC57

1 2 3 4 5 6 7 -

1500phb --
1000pb -

Legenda: Gel de agarose contendo na canaleta 1 o marcador de peso molecular 1kb plus (Thermo
Fisher), nas canaletas 2 a 7 a amplificacdo da SCEPG1 (replicatas) e na canaleta 8 o controle
negativo da reagédo de PCR. (Fonte: elaborado pelo autor).

7.2.4 Construgéo do vetor pPICzaA _scEPG1 em E. coli DH10B

O vetor pPICZaA (ThermoFisher) foi digerido com as enzimas de restricao Xbal
e Kpnl deixando-o na sua forma linear com as extremidades compativeis com o
produto de PCR gerado nas etapas anteriores (ltem 6.2.3), que também foram
submetidos a digestdo com as mesmas enzimas. Apdés a clivagem, foram purificados
e submetidos a reacédo de ligacao que foram posteriormente inseridos em E. coli
DH10B eletrocompetentes por eletroporagao. Estas células foram conservadas para

manutengdo e armazenamento do material genético plasmideo + inserto.
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7.3 Analise dos clones de E. coli DH10B + pPICzaA scEPG1

ApoGs a extracdo do DNA plasmidial, cinco diferentes clones foram analisados
por eletroforese em gel de agarose pelo tamanho dos fragmentos gerados (Figura 16),
onde os 5 clones possuiam o fragmento do tamanho esperado (1.3kb). Estes cinco

clones foram sequenciados utilizando os sete diferentes primers (Tabela 1).

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificagcao da
construcao pPICzaA scEPG1 obtidos de cinco diferentes clones de E. coli DH10B

1500pb ---
1000pb ---

Legenda: Na primeira canaleta o marcador de peso molecular 1kb plus (Thermo Fisher), nas
canaletas 2 a 6 amplificacdo dos 5 diferentes clones de E. coli transformadas com o gene da ScEPG1
no vetor pPICzaA, na canaleta 7 o controle negativo da reagdo de PCR (Fonte: elaborado pelo autor).

7.3.1 Analise das sequéncias dos clones de E. coli DH10B + pPICzaA_scEPG1

ApOs a reagao de sequenciamento, foi realizado o alinhamento multiplo das
sequéncias dos cinco clones que foram comparadas com a sequéncia molde. O “clone
1” apresentou bases mismatches e gaps entre as posigdes 15 —20 (1), 915-920 (1),
1065 — 1070 (1), 1200 — 1205 (1) e 1280 — 1300 (6), totalizando 10 mudangas em
relacdo a sequéncia esperada. Logo, este clone foi excluido. O “clone 2” apresentou
somente uma alteragdo entre as regides 270 — 275 (1). O “clone 3" apresentou
alteragdes nas regides 20 — 25 (2), 30 — 35 (1), 310 — 315 (1) e 1190 — 1195 (1),
totalizando 5 bases diferentes do molde. O “clone 4” € 100% idéntico ao molde e o
“clone 5" apresentou duas alteragdes entre as posi¢cdes 310 — 315 (1) e 915 -920 (1).
A partir destes dados, o clone escolhido para as proximas etapas de clonagem foi o
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“clone 4” que apresentou 100% de similaridade com a sequéncia molde (Figura 17 e
Figura 18)

Este resultado ndo era esperado, pois os métodos utilizados para a
amplificagdo das sequéncias para a clonagem foram voltados para minimizar o risco
de erros, utilizando apenas 25 ciclos de PCR e uma enzima de alta fidelidade (Phusion
Taq Polimerase - Thermofisher). Estudos comparativos com esta enzima frente a Taq
polimerase comum, mostrou que a Phusion Taq pode ser até 52x mais precisa
(Mclnerney et al. 2014).

O “clone 4” foi cultivado em grande escala e submetido a extragdo de DNA
plasmidial por Maxi-prep, apresentando um rendimento de 103,1 ng/uL. Este material
foi armazenado em freezer -20 °C para posterior transformagdo em Pichia pastoris
X33.

Figura 17 - Alinhamento multiplo dos 5 clones selecionados de E. coli com o0 a sequéncia padrao da
construgéo vetor+inserto como molde

10 20 30 40 50 €0 70 80 30 100 110 120 130 140 150 180 170 180 130 200
------------ e L B B R Y ] L e LK O (R O o (e
[ATGAGATTTCCTTCAATTTTTA [ TGCTGTTT TATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCARCACTACAACAGAAGATGARACGGCACARAT TCCGGCTGRAGCTGTCATCGGTTACTCAGAT TTAGARGGGCATTTCGATGT TGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACARATARCGGGTTATTGT T TATAY
BTGAGATTTCCTTCA P TTTTA L TGCTT T T TATTCOCAGCATCCTCCOCAT TAGCTGCTCCAGTCAACACTACARCAGAAGATGAMACGOCACARATTCCOOCTGAAGCTETCATCOGTTACTCAGAT T TAGARGGGAT T TCGATGTTGCTGT T TTGCCATT TTCCAACAGCACAAATAACGEGT TATTGTTTATAA
ATGAGATTTCCTTCAATTTTTA [LTOCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCOCATTAGCTGCTCCAGTCARCACTACAACAGAAGATGAAACGGCACARATTCCOOCTGAAGCTGTCATCOGTTACTCAGATTTAGAAGGGOAT TTCOATGT TGCTOTTTTGCCATTTTCCAACAGCACARATARCGOOTTATTGTTTATAY
ATGAGATTTCCTTCAAT T THRACTGC TG T TR T TCOCAGCATCCTCCOCAT TAGC TGCTCCAGTCAACACTACAACAGAGATGAMCGOCACARATTCCO0CTGAAGCTETCATCOGTTACTCAGAT T TAGAAGGOGAT T TCOATGTTGC T T T TTGCCATT TTCCAACAGCACAAATAACGECT TATTGTTTATAA
A TGAGATTTCCTTCAATTTTTA L TGCTGTTT TATTCGCAGCATCCTCCOCATTAGCTGCTCCAGTCARCACTACAACAGAAGATGARACGGCACARATTCCGOCTGAAGCTGTCATCOGTTACTCAGAT TTAGAAGGGGAT TTCGATGT TGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACARATARCGGGTTATTGTTTATAY
ATGAGATTTCCTTCAATTTTTA [LTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCARCACTACAACAGAAGATGAAACGGCACARATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGAT TTAGAAGGGGAT TTCGATGT TGCTGT TTTGCCATT TTCCAACAGCACARATARCGGGTTATTGTTTATAY

220 230 240 250 270 280 2980 300 310 320 330 340 3580 380 370 380 390 400

TACTACTATTGCCAGCAT TGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCT GAAGCTGAAT TCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGRAT CGETACCGGCGCGTCGTCCGGEGGECCTGRATGCCGOAAGCACGTGGCEARGETCAGGGAGTACGGCGCGGTGGGEGACGEGAGGACGCT CAACACGGCG
JKTACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCOAGAAAAGAGAGGCT GAAGCTGAAT TCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGOAT COETACCGGCGCGTCOTCCGOOEGGCCTGOATGCCOOAAGCACGTGGCOAAGETCAGGGAGTACGECGCEETOEGEEACCEEAGCACGCTCAACACGGL]
IKTACTACTATTGCCAGCATTGCTCCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT GJ.E[' TCACGTGGCCCAGCCEGCCGTCTCGOATCGETACCGGCECGTCETCCGOEEGECCTGOAT GCCGEAAGCACGTGGCOAAGETCAGGGAGTACGECGCEGTCEGEEACGEEAGCACGCTCAMCACGGL]
[RTACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTALAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAARGAGAGGCTGARGCTGAAT TCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGRAT CGGTACCGG@:GT CGTCCGOEGGECCTGOATGCCGGAAGCACGTGGCGAAGGTCAGGGAGTACGGCGCCETEEGEEACGEEAGCACGCTCARCACGGL]
JRTACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAARGAGAGGCT GAAGCTGAAT TCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGRATCGETACCGGCGCGTCGTCCGGEEGGCCTGRATGCCGEAAGCACGTGGCCAAGGTCAGGGAGTACGECGCGGTGEGEEACGEEAGCACGCTCAACACGGLY

RTACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCOAGAAAAGAGAGGCT GAAGCTGAAT TCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGOAT CGGTACCGG@GT CGTCCGOOGEGECCT GOAT GCCGGAAGCACGTGGCOAAGGTCAGGGAGTACGECGCEGTGEGGEACGEEAGCACGCTCAACACGGL]

410 420 430 440 450 480 470 480 4580 500 510 520
S e I I Py e | | B | | | | S

530

GCGTT‘CGCCAGGGCGGTGGCGGACCTGT‘CGCGGCGCGCGCGCGACGGCGGCGCGGCGCTG-GTGG'[‘GCCGCCGGGGAAGTGGC'I‘CACGGGGCCCT'[‘CAACCTCACAAGCTGCT'['CACGC'[‘CTACCTCGACGAGGGCGCCGAGATCCTCGCG’[‘CCCAGGACATGAACCAT"[‘GGCCCCTCAT'AGCTCCCCTGCCGTCTT‘ACGG
IGCGTTCGCCAGOECGOTGGCEGACCTGTCGCEECECECECGCEACGECGECECEOCGCTEETGETGCCGCCGEEEAAGTGGCTCACGEGECCCTTCAACCTCACAAGCTGCT TCACGCTCTACCTCCACCAGGECGCCCAGATCCTCGCGTCCCAGGACATGAACCATTGGCCCCTCATAGCTCCCCTGCCOTCTTACG]
[GCGTTCGCCAGGGCGETGGCGGACCTGTCGCEGCECGCECGCEACGECGECECEECGCTEETGETGCCGCCGGEEAAGTGGCTCACGGGGCCCTTCAACCTCACAAGCTGCT TCACGCTCTACCTCCACGAGGECGCCGAGATCCTCGCGTCCCAGGACATGAACCATTGGCCCCTCATAGCTCCCCTGCCGTCTTACG]
IGCGTTCGCCAGGGCGGTGGCGGACCTGTCGCEECGCGCGCGCEACGECGGCECGGCGCTGGTGETGCCGCCGGGEAAGTGGCTCACGEGGCCCT TCAACCT CACAAGCTGCT TCACGCTCTACCTCGACGAGGGCGCCGAGATCCTCGCGTCCCAGGACATGAACCATTGGCCCCTCATAGCTCCCCTGCCGTCTTACGY
IGCGTTCGCCAGOECGOTGGCEGACCTGTCGCEECECECECECEACGECGECECCOCGCTEETGETGCCGCCOEEEAAGTGGCTCACGEGGCCCTTCAACCTCACAAGCTGCT TCACGCTCTACCTCCACCAGGECGCCCAGATCCTCGCGTCCCAGGACATGAACCATTGGCCCCTCATAGCTCCCCTGCCOTCTTACG]
[GCGTTCGCCAGGGCGETGGCGGACCTGTCGCEGCECGLGCGCEACGELGEECECEECGCTGEETGETGCCGCCGGEEAAGTGGCTCACGEGECCCTTCAACCTCACAAGCTGCT TCACGCTCTACCTCCACGAGGGCGCCGAGATCCTCGCGTCCCAGGACATGAACCATTGGCCCCTCATAGCTCCCCTGCCGTCTTACG]

GAGAGGAAGGGACGAGCCTGGCCCAAGGTACAT‘CAATT'[‘CAT'TGGAGGAT'CCAATCTCACTGACGTCATCAT'CACAGGTAAAMTGGAACAAT'CAACGGGCAGGGGCAAGTCTGGTGGGACAAGTTCCAT'GCCAAGGAGCTCAAGTCCACCCGCGGCCACCTCCTGGAGCTCCTCTACTCTGATMCATCATCATCTCCA
IGAGAGGAAGGGACGAGCCTGECCCAAGGTACATCAAT TTCAT TGGAGGATCCAATCTCACT GACGTCATCATCACAGGTAAAAATGCAACAATCAACCOGCAGGGGCAAGTCTGGT GGGACAAGTTCCATGCCAAGGAGCTCAAGTCCACCCGCGGCCACCTCCTGGAGCTCCTCTACT CTGATAACATCATCATCTCCH
[GAGAGGAAGGGACGAGCCTGECCCAAGGTACATCAATTTCAT TGGAGGATCCAATCTCACT GACGTCATCATCACAGGTAAAAATGEAACAATCAACGOGCAGGGECAAGTCTGGT GEGACAAGTTCCATGCCAAGGAGCTCARGTCCACCCGCGGCCACCTCCTGGAGCTCCTCTACTCTGATAACATCATCATCTCCH
IGAGAGGAAGGGACGAGCCTGGCCCAAGGTACATCAAT TTCAT TGGAGGATCCAATCTCACTGACGTCATCATCACAGGTAAAAATGGAACAATCAACGGGCAGGGGCAAGTCTGGT GGGACAAGT TCCATGCCAAGGAGCTCARGTCCACCCGCGGCCACCTCCTGGAGCTCCTCTACTCTGATAACATCATCATCTCCH
IGAGAGGAAGGGACGAGCCTGECCCAAGGTACATCAAT TTCAT TGGAGGATCCAATCTCACT GACGTCATCATCACAGGTAAAAATGCAACAATCAACCOGCAGGGGCAAGTCTGGT GGGACAAGTTCCATGCCAAGGAGCTCAAGTCCACCCGCGGCCACCTCCTGGAGCTCCTCTACT CTGATAACATCATCATCTCCH
[GAGAGGAAGGGACGAGCCTGGCCCAAGGTACATCAATTTCAT TGGAGGATCCAATCTCACT GACGTCATCATCACAGGTAAAAATGGAACAATCAACGGGCAGGGECAAGTCTGGT GEGACAAGTTCCATGCCAAGGAGCTCAAGTCCACCCGCGGCCACCTCCTGGAGCTCCTCTACT CTGATAACATCATCATCTCCH

ATGTCACCTTCATCAACGCGCCATACTGGAACCTCCACCCTACCTATTGCACCAATGTGACCATCAGTGGCGTCACCATTCTCGCGCCGCTGAAT'TCGCCTMCACCGAT‘GGMTTGACCCAGATTCTTCCT‘CGCATGTCAAGATCGAGGACTGCTACATCGTCTCCGGCGACGACTGCGTCGCCGTGAAGAGCGGGT‘GG
ATGTCACCT'[‘CATCAACGCGCCATAC'I‘GGAACCTCCACCCTACCTAT'[‘GCACCAATGTGACCA'[‘CAGTGGCGTCACCAT'[‘CTCGCGCCGCTGAAT"[‘CGCCTAACACCGAT‘GGAATT‘GAE:CAGATTCTT‘CC'[‘CGCA'[‘G’[‘CAAGA'['CGAGGACTGCTACATCGTCTCCGGCGACGACTGCGT‘CGCCGTGAAGAGCGGGT‘GG
JATGTCACCTTCATCAACGCGCCATACTGGAACCTCCACCCTACCTATTGCACCAATGTGACCATCAGTGGCGTCACCAT TCTCGCGCCGCTGAATTCGCCTAACACCGATGGAAT TGACCCAGATTCT TCCTCGCATGTCAAGATCGAGGACTGCTACATCGTCTCCGECGACGACTGCGTCGCCGTGAAGAGCGGGTG]
IATGTCACCTTCATCAACGCGCCATACTGGAACCTCCACCCTACCTATTGCACCAATGTGACCATCAGTGGCGT CACCATTCTCGCGCCGCTGAATTCGCCTAACACCGATGGAATTGACCCAGATTCT TCCTCGCATGTCAAGATCGAGGACTGCTACATCGTCTCCGOCGACGACTGCGTCGCCGTGAAGAGCGGETG]
IATGTCACCTTCATCAACGCGCCATACTGGAACCTCCACCCTACCTATTGCACCAATGTCACCATCAGTGGCGT CACCATTCTCGCGCCGCTGAATTCOCCTAACACCGATGGAATTGACCCAGATTCT TCCTCOCATETCAAGATCGAGGACTGCTACATCGTCTCCOECGACCACTGCGTCGCCGTCAAGAGCGGETG]

ATGTCACCT’l‘CATCAACGCGCCATACTGGAACCTCCACCCTACCTATTGCACCAATGTGACCATCAGTGGCGTCACCATTCTCGCGCCGCTGAAT‘TCGCCTAACACCGAT‘GGAATTG})RZCAGATTCTTCCTCGCATGTCAAGATCGAGGACTGCTACATCGTCTCCGGCGACGACTGCGT‘CGCCGTGAAGAGCGGGT‘GG

Legenda: Bases diferentes do molde marcadas em preto (BioEdit)
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Figura 18 - Alinhamento multiplo dos 5 clones selecionados de E. coli com o a sequéncia padrao da
construgao vetor+inserto como molde

1010 1020 1020 1040 1050 1080 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1130

[GACCAGTACGGCATCAGGT TCAACATGCCEAGCCAGCACATCOTCATCAGGAGGCTGACCTGCATCT] CCCCCACGAGCGCCATGATCGCOCTOEGCAGCGAGAT GTCCOECGECATCCOCGACGTGCOCGCCEAGGACARCETCOCCATCAACACGGAGTCGGCCGTCAGGGTCAAGTCCEGCECGEGGAGGET
[GACCAGTACGGCATCAGGT TCAACATGCCEAGCCAGCACATCOTCATCAGGAGGCTGACCTGCATQNT CCCCCACGAGCGCCATGATCGCOCTOEGCAGCGAGAT GTCCOECEECATCCOCGACGTGCOCGCCEAGGACARCETCOCCATCAACACGGAGTCGGCCGTCAGGGTCAAGTCCEGCECGEOGAGGET
[GACGAGTACGGCATCAGGT TCAACATGCCEAGCCAGCACATCOTCATCAGGAGGCTGACCTGCATCTHCCCCCACGAGCGCCATGATCGCOCTOEGCAGCGAGAT GTCCOECEECATCCOCGACGTGCOCGCCEAGGACARCETCECCATCAACACGGAGTCGGCCGTCAGGGTCAAGTCCEGCECGEEEAGGET
[GACGAGTACGGCATCAGGT TCAACATGCCEAGCCAGCACATCOTCATCAGGAGGCTGACCTGCATCTHCCCCCACGAGCGCCATGATCGCOCTEEGCAGCGAGAT GTCCEECEECATCCOCGACGTGCECGCCEAGGACARCETCGCCATCAACACGGAGTCGGCCGTCAGGGTCAAGT CCGGCGCGGGGAlﬂ}GGCGG
[FACGAGTACGGCATCAGGT TCAACATGCCGAGCCAGCACATCOTCATCAGGAGGCTGACCTGCATCTHCCCCCACGAGCGCCATGATCGCGCTEGGCAGCGAGAT GTCCOGCEECATCCOCGACGTGCOCGCCGAGGACARCGTCECCATCAACACGGAGTCGGCCGTCAGGGTCAAGT CCEGCECEEEEA GG
[GACGAGTACGGCATCAGGT TCAACATGCCGAGCCAGCACATCOTCATCAGGAGGCTGACCTGCATCTHCCCCCACGAGCGCCATGATCGCGC TEGGCAGCGAGAT GTCCEGCEECATCCOCGACGTGCOCGUCGAGGACARCGTCECCATCAACACGGAGTCGGICGTCAGGGTCAAGT CCEGCGCEEGEA GO

1210 1zz20 1230 1240 1250 1280 1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1330 1400
st ool o st ) g ST e s V)RS e G itV ibee e s 00 pooalTTCG0s ooVt oo slB] S st MT R oo ool s a8 oo U iosns ) B i s (ool s it s
[TTTGTCAGGGACAT TTTCGTGCGCGECCTCAGCCTCCACACCATGAAGTGGGTGTTCTGEAT] JBACCGGCAACTACGGGCAGCACCCT CAACACGTCCAACCCCAACGCCTTGCCCGAGGTCACCGGCATCAACTACAGCGACGTGT TCGCTGAGARCGTGACCATGGCCGGCAGBATGGABGGCATCCCCAACY
I T CAGGRACAT T T TCaTGCGC0RCCT CAGCCTCCACACCATGAARTGGRTGTTCTCEA T GACCERCARCTACGEGCAG o A CAA CACGT CCAACCOCAACBOC T TGO CGABGTCACCERCATCAACTACAGCGACGTGTTCGCTGAGAACGTGACCATGGCCGRCAGRATGRABGECATCCCCAACY
IITTGTCAGGGACAT TTTCGTGCGCGECCTCAGCCTCCACACCATGAAGTGEGTGTTCTGEAT] [BACCGOCARCTACGGGCAGCACCCC CAACACGTCCAACCCCAACGCCTTGCCCGAGGTCACCGGCATCAACTACAGCGACGTGT TCGCTGAGARCGTGACCATGGCCGGCAGGATGGAGGGCATCCCCAACY
ITTTGTCAGGGACAT TTTCGTGCGCEECCTCAGCCTCCACACCATGAAGTGEGTGTTCTGEAT] [BACCGOCARCTACGGGCAGCACCCE CAACACGTCCAACCCCAACGCCTTGCCCOAGGTCACCGOCATCARCTACAGCGACGTGT TCGCTGAGARCGTGACCATGGCCGGCAGGATGEAGGGCATCCCCAACT
ITTTGTCAGGGACATTTTCGTGCGCEECCTCAGCCTCCACACCATGAAGTGEGTGTTCTGEAT] [BACCGOCARCTACGGGCAGCACCCE CAACACGTCCAACCCCAACGCCTTGCCCOAGGTCACCGOCATCARCTACAGCGACGTGT TCGCTGAGARCGTGACCATGGCCGGCAGGATGOAGGGCATCCCCAACT
[FTTOTCAGGOACAT TTTCOTGCOCO0CCTCAGCCTCCACACCATGAAGTGEGTGTTCTGOAT] [BACCGOCAACTACGOCAGCACCCC CAACACOTCCAACCCCAACGCCTTGCCCOAGGTCACCOOCATCARCTACAGCGACGTGT TCOCTGAGARCGTOACCATOGCCOCAGOATOOABGGCATCCCCAACY

1410 1420 1430 1440 1450 1480 1470 1480 1450 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1580 1570 1580 1530 1800

[ACCCCTACACCGGGATCTGCATATCCAACGTCACTGCCCGCCTCECGCCGAACGCCCAGGAGCTGCAGTGEAACTGCACCAACGTCAAGGGGETCACCTCCGACGTCTCOCCCAAGCCGTGCCCAGAGCTCOGCGCGEAGGOCAAGCCETGCGCCTTCCCOETGOARCAGCTCGTCATTGECCCACCEGAGCTGCCAAAG
[ACCCCTACACCGGGATCTGCATATCCAACGTCACTGCCCGCCTCECGCCGAACGCCCAGGAGCTGCAGTGEAACTGCACCAACGTCAAGGGGETCACCTCCGACGTCTCOCCCAAGCCGTGCCCAGAGCTCOGCGCGEAGGOCAAGCCETGCGCCTTCCCOETGOARCAGCTCGTCATTGECCCACCEGAGCTGCCAAAG
[ACCCCTACACCGOGATCTGCATATCCARCGTCACTGCCCGCCTCGCGCCGAACGCCCAGGAGC TGCAGTGEAACTGCACCAACGTCAAGGGGETCACCTCCGACGTCTCECCCAAGCCETGCCCAGAGCTCOGCGCGEAGGECAAGCCETGCGCCTTCCCOET GEARCAGCTCOTCATTGECCCACCEGAGCTGCCAAAY
[LCCCCTACACCGGGATCTGCATATCCARCGTCACTGCCCGCCTCGCGCCGAACGCCCAGGAGC TGCAGTGGAACTGCACCAACGTCAAGGGGGTCACCTCCGACGTCTCOCCCAAGCCGTGCCCAGAGCTCOGCGCEEAGGGCAAGCCOTGCGCCTTCCCGOTGRARGAGCTCGTCATTGECCCACCOGAGCTGCCAAAG
[LCCCCTACACCGGGATCTGCATATCCARCGTCACTGCCCGCCTCGCGCCGAACGCCCAGGAGC TGCAGTGGAACTGCACCAACGTCAAGGGGGTCACCTCCGACGTCTCOCCCAAGCCGTGCCCAGAGCTCOGCGCEEAGGGCAAGCCETGCGCCTTCCCGETGRARGAGCTCGTCATTGECCCACCOGAGCTGCCAAAG
JACCCCTACACCGGGATCTGCATATCCAACGTCACTGCCCGCCTCGCGCCGAACGCCCAGGAGCTGCAGTGGAACTGCACCAACGT CAAGGGGGT CACCTCCGACGT CTCGCCCAAGCCGTGCCCAGAGLTCOOCGCGGAGGECAAGCCGTGCGC T TCCCGGTGOARGAGCTCOTCATT GGCCCACCGRAGCTGCCAAMAY

s e by oot TR G e TG T e et o8l be [t DR pasas T
[TGTAGCTACGGTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGH
[TGTAGCTACGGTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGH
[TGTAGCTACGGTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGH
[TGTAGCTACGGTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCOACCATCATCATCATCATCATTGH
[TGTAGCTACGGTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCOACCATCATCATCATCATCATTGH
[FGTAGCTACGGTCTACAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCCACCATCATCATCATCATCATTGH

Legenda: Bases diferentes do molde marcadas em preto (BioEdit)

7.4 Transformacio de Pichia pastoris X33

Cinco microgramas de DNA plasmidial do “clone 4” foram linearizados com a
enzima Pmel para a integragdo do plasmideo no genoma de P. pastoris X33. A
transformacao resultou em 4 clones de X33 _scEPG1 e 20 clones do vetor pPICzaA

vazio, selecionados pela resisténcia ao antibidtico Zeocina.

7.4.1 Producéo da proteina recombinante em Pichia pastoris X33

Tendo confirmado por PCR que as colénias recombinantes continham o inserto,
foi necessario determinar as condigbes e métodos 6timos para a expressdo do gene
clonado.

A curva de crescimento obtida neste cultivo, onde a levedura apresentou boa
taxa de crescimento em meio BMGY com o crescimento exponencial em até 24 horas
de cultivo, demonstrou a fase 6tima para inducdo e expressdo da proteina de

interesse. Estas células foram coletadas, lavadas e inoculadas em meio BMMY.

A Figura 19-A mostra o meio BMMY antes da inoculagao, a Figura 19-B mostra
a turbidez apds o ajuste de ODs00:1,0, a Figura 19-C mostra a turbidez apds 24 horas

de cultivo e a Figura 19-D mostra a alta densidade celular apds 48 horas. Ferrara et
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al. (2006) sugerem que cultivos em alta densidade sdo mais recomendados para
expressao de proteinas heterdlogas. Os clones selecionados para expressao foram

cultivados por até 144 horas, com ODeoo inicial de 1,0 e terminando com ODeoo: ~ 10,0.

Figura 19 - Cultivo de Pichia pastoris em meios BMMG e BMMY

Legenda: A - Meio de cultura BMGY antes da inoculagéo; B - ODsoo ajustada para 1,0 no meio BMMY
para iniciar a indugao; C - Meio BMMY com 24h de indugéo e D - Meio BMMY com 48h de indugéo
(Fonte: elaborado pelo autor).

A otimizacao das condigdes de indugdo € uma etapa critica na produgao de
enzimas heterélogas em P. pastoris, haja vista a toxicidade que niveis elevados de
metanol podem produzir e a dependéncia que a metabolizacido dessa molécula tem
em relagcdo a aeragao da cultura. O cultivo de Pichia pastoris pode produzir uma
grande quantidade de proteinas heterélogas mesmo em alta densidade celular sob

inducao de metanol (Wang et al. 2017).

Leveduras metilotréficas parecem possuir um sistema similar de assimilagao

do metanol envolvendo um mesmo conjunto de enzimas para a via metabdlica. A



74

primeira etapa da via é a oxidacdo do metanol a formaldeido pela enzima alcool
oxidase (AOX). Para evitar a toxicidade do peroxido de hidrogénio no processo, esta
etapa ocorre no interior de uma organela especializada chamada peroxissomo. Esta
enzima possui fraca afinidade pelo Oz, e para compensar esta deficiéncia, a levedura

pode sintetiza-la em grandes quantidades (Cregg et al. 2000).

Muitos dos protocolos de cultivos disponiveis na literatura baseiam-se nos
procedimentos descritos no “Pichia expression Kit’ (Invitrogen). Entretanto, o ideal é
a utilizacdo de protocolos mais especificos que permitam o desenvolvimento de uma
estratégia especifica para cada proteina (Zhang et al. 2007). Tendo em vista a
necessidade da otimizacao, o primeiro protocolo utilizado para expressao da proteina
nos quatro clones obtidos foi a utilizagdo de frascos de 200 mL agitados a 250 RPM
com a temperatura de 30 °C. Este cultivo, apresentou baixos valores de proteina total
no meio extracelular (resultados ndo mostrados). Para confirmar a atividade e a
correta secrecdo destas enzimas para o meio extracelular, os extratos intra e

extracelulares foram utilizados.
7.4.2 Teste de atividade enzimatica com extratos intra e extracelulares dos 4 clones

obtidos

A fim de verificar a atividade e secreg¢ao para o meio extracelular da proteina
heterdloga, os 4 clones foram cultivados nas condi¢cdes descritas na metodologia e o
sobrenadante foi coletado. Além disso, as células foram centrifugadas, lavadas e
rompidas e o material obtido foi utilizado como extrato intracelular. Como controle
positivo foi utilizada pectinase de Aspergillus niger e como controle negativo, o
sobrenadante da linhagem transformada com o vetor pPICZoA vazio. Estes extratos
foram utilizados em um ensaio em placa contendo pectina e a formacao de um halo

incolor no centro do pogo indicou atividade enzimatica (Figura 20).
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Figura 20 - Atividade enzimatica em placa dos extratos intra e extracelular dos 4 clones de Pichia
pastoris obtidos apds a clonagem

Legenda: as setas indicam o halo de degradagéo da pectina formado apds a atividade enzimatica.

A = controle positivo; B = controle negativo; C = extrato intracelular do clone C8; D = extrato extracelular
do clone C8; E = extrato intracelular do clone C10; F = extrato extracelular do clone C10; G = extrato
extracelular do clone C21; H = extrato intracelular do clone C21; | = extrato intracelular do clone C25 e
J = extrato extracelular do clone C25 (Fonte: elaborado pelo autor).

O resultado obtido para os clones C8 e C25 mostraram uma baixa eficiéncia
para degradagao da pectina tanto quando do emprego do extrato intra quanto
extracelular. Ja quanto aos clones C10 e C21, houve a formagao de halos tanto em
decorréncia do ensaio com extratos intra e extracelulares. A atividade intracelular
detectada pode estar relacionada ao ndo reconhecimento do peptideo sinal (fator alfa
de Saccharomyces cerevisiae) ou a formacgao de corpos de inclusao nestas condi¢des
de cultivo. Muitas vezes se observa a secregéao ineficiente da proteina para o meio
extracelular, comprometendo a estabilidade das enzimas. Divino (2016) utilizou o
sistema de expressao em Pichia pastoris com vetor pPIC9 para produgdo da L-
Asparaginase de S. cerevisiae e detectou atividade enzimatica somente no conteudo
intracelular, e sugere a incapacidade do peptideo sinal (fator alfa) de promover a

secrecao desta enzima para o meio extracelular.

Um dos fatores que podem influenciar o correto dobramento e secre¢ao da
proteina, € a resposta celular adaptativa, que ocorre na maioria dos eucariotos
chamada “estresse secretério”. Esta resposta ocorre na tentativa de restaurar o
equilibrio entre a proteina e a capacidade do reticulo endoplasmatico (Hetz 2012).
Este fendmeno pode ocorrer quando as células sao expostas a varias condigdes

ambientais ou fisioldgicas, incluindo falta de nutrientes, depleg¢ao de calcio do reticulo
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endoplasmatico, infecgao viral, hipoxia e até mesmo no desenvolvimento e

diferenciagao normais (Kohno 2010).

Dada a natureza qualitativa do ensaio enzimatico em placa, n&o €& possivel
afirmar em qual situacao a atividade foi mais intensa. Dentre os dois clones C10 e C21
foi feita uma escolha arbitraria pelo segundo. Posteriormente, esse clone foi
empregado na checagem da transformacéao e na otimizagdo da produgéo da enzima

recombinante.

7.4.3 Analise por PCR do DNA e cDNA do clone selecionado

A fim de confirmar a presenca do inserto apos a transformacdo, o DNA
gendmico do clone selecionado e da linhagem transformada com o vetor vazio foram
extraidos e submetidos a reacdo de PCR com 4 diferentes combinacdes de primers
(descritos na Tabela 5 e Figura 21). Além disso, para confirmar que o gene estava
sendo expresso durante a inducao, foi extraido o RNA total das células que ficaram
144 horas em inducado. Apos a reacao de transcricdo reversa, o cDNA foi utilizado
como molde com 0os mesmos conjuntos de primers utilizados anteriormente. A analise
destes fragmentos confirmou que o inserto scEPG1 esta presente no genoma da P.
pastoris C21 e que esta sendo expresso quando induzido em metanol. As analises
individuais de cada fragmento podem ser observadas nos itens 6.4.3.1, 6.4.3.2,
6.4.3.3 € 6.4.3.4. E a sequéncia obtida do DNA e cDNA estao no apéndice B e C.

Tabela 5 - Primers utilizados para detectar a presenca do inserto no clone Pichia pastoris C21

Tamanho esperado no clone Tamanho esperado no
Primers Regiao amplificada P. pastoris C21 clone P. pastoris Vetor
(pPICzaA_scEPG1) vazio (pPICzaA)
+ =
“Al1-AOX-F” e Regido completa Mu; bali dza?(gg’f)lgb - 1 banda 2,2 kb + 1 banda
A7-AOX-R do locus AOX Mut® = 1 banda 1,899 pb 588 pb.
« ) ’ Regido interna
‘{\4-cana_1ptemo-F | especifica do gene 1044 pb Nio amplifica
AS5-cana interno-R
- da scEPG1
, Regido completa da
“Cana-F Kpnl C1”e ~ .
“Cana-R Xbal C2” s,({EPGl desde os 1311 pb Nao amplifica
- - sitios de clonagem
Regido do fator
“A2-alpha-F” e alfa do vetor ~ .
“A3-cana inicio-R” pPICzaA e inicio 742 pb Nao amplifica
do gene da scEPGI

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 21 - Esquema de anelamento dos primers especificos para scEPG1

3’ AOX terminador

“Ad-cana_interno-F” e “A5-cana_interno-R” l

‘icana-F_Kpnl_C1” e "Cana-R_Xbal_C2"

“A2-alpha-F" e “A3-cana_inicio-R"

Fonte: elaborado pelo autor.

7.4.3.1 Amplificagéo da regido completa do locus AOX para definicdo do fendtipo

Mut* ou MutS do clone selecionado

Foram utilizados os primers “A1-AOX-F” e “A7-AOX-R” para confirmacao do
fendtipo do clone C21. Estes primers amplificaram a regido completa do locus AOX,
onde o DNA correspondente a sequéncia codificante da scEPG1 foi inserido. A
levedura P. pastoris possui dois genes AOX, sendo AOX1 e AOX 2. O sistema de
clonagem com o vetor pPICzaA insere o gene na regido do AOX1. O gene AOX1

nativo possui 2.2 Kb e o inserto 1311 pb.

O gene AOX2 é cerca de 97% homologo ao AOX1, porém a metabolizagdo do
metanol pelo AOX2 é muito mais lenta do que pelo AOX1. A perda do gene AOX1
implica na perda de maior parte da atividade da alcool oxidase, resultando em
linhagens com fendtipo MutS (methanol utilization slow). Os outros possiveis fenotipos
seriam Mut® (methanol utilization plus) que se refere a linhagem com o gene AOX1
funcional, mas também é possivel encontrar linhagens com a delecdo dos genes
AOX1 e AOX2, apresentando o fenotipo Mut sendo incapaz de metabolizar metanol

como fonte unica de carbono (Wang et al. 2017).

Foi realizado previamente um teste bioquimico para detectar se a linhagem
escolhida era Mut* ou Mut® (dados nao mostrados) verificando a capacidade e o tempo
de crescimento em meio minimo com metanol (MMH). O clone C21 apresentou o
fendtipo Mut*. Sendo assim, espera-se na reacdo de PCR com os primers AOX, a

presencga de duas bandas no gel de agarose (Figura 22).
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificagao do locus
AOX do material gendmico e transcrito do clone P. pastoris C21 e P. pastoris + vetor vazio
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Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA gendmico do
clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA genémico de P. pastoris transformada com o vetor
vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando
cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o
plasmideo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da
reacdo (H20) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor).

No clone C21, é possivel verificar tanto na amplificagdo com DNA genémico
como na amplificacdo com o transcrito a presenca das duas bandas nos tamanhos
esperados (2.2 kb AOX nativo e 1.899 pb do inserto) (Figura 22). Além disso, observa-
se que a PCR utilizando o DNA extraido da levedura com o vetor vazio a presenga
de apenas uma banda referente ao AOX1 nativo (2.2 kb) e o gene AOX do vetor
pPICzaA de 588 pares de bases, confirmando o fendtipo Mut*™ do clone selecionado,
ou seja, apresentara as mesmas taxas de crescimento das linhagens selvagens

quando cultivadas em meio contendo somente metanol como fonte de carbono.

Estes resultados podem ser melhor interpretados observando a Figura 23, que
apresenta os possiveis perfis fenotipicos. A amplificagdo por PCR empregando
primers AOX a partir de DNA extraido de linhagens Mut* gera duas bandas, uma delas
correspondente ao gene AOX1 nativo (2.2 kb) e outra de 1,899 pb referente a
construgéo do gene de interesse (1.311 kb) com o vetor (588 pb) (Figura 23-A). Se o

clone escolhido fosse Mut® isso indicaria a perda do locus AOX1, ficando apenas com
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o locus AOX2 selvagem, que resultaria no crescimento lento em metanol, sendo
representado por apenas uma banda de 1,899pb referente ao gene da sceEPG1 + vetor
(Figura 23-B). Quando a levedura é transformada apenas com o vetor vazio pPICzaA,
¢ visivel entdo a banda referente ao AOX1 nativo e o gene do vetor com 588 pares de
bases (Figura 23-C) e caso a transformacgédo nao tivesse ocorrido, apresentaria o
fendtipo de Pichia pastoris X33 selvagem, com a amplificagdo de apenas uma banda
de 2.200 pb referente ao AOX1 nativo (Figura 23-D).

Figura 23 — Esquema didatico dos possiveis resultados da reagdo de PCR utilizando os primers A1-
AOX-F / A7-AOX-R

AOX1 nativo (2,200 ph)

B) Fenotipo Mut? (X33 + pPICZaA + scEPG1)

SCEPG1 (1311) Vetor pPICZaA (588 ph)

C) Fenotipo X33 + pPICZaA (Clones com o vetor vazio)

AOX1 nativo (2,200 ph) L 3 Vetor pPICZaA (588 ph)

D) Fendtipo X33 (Selvagem)

AO0X1 nativo (2,200 ph)

Fonte: elaborado pelo autor

7.4.3.2 Amplificagcéo de regides especificas da scEPG1 — Regido parcial interna.

Para a confirmagao da clonagem, foram utilizadas trés diferentes combinagdes
de primers, garantindo uma melhor cobertura e qualidade do resultado de

sequenciamento.

O par de primers utilizado para amplificagdo da regido interna parcial da
scEPG1 foi 0 “Ad-cana_interno-F” e “A5-cana_interno-R”. O primer “A4-cana_interno-

F” anela no inicio do gene da scEPG1 e o0 “A5-cana_interno-R” anela no final do gene
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da scEPG1, que produzem um fragmento de 1044 pb. Como resultado, pode-se
observar a presencga da sequéncia alvo tanto quando se utiliza o DNA genbémico
extraido da linhagem transformada como molde, quanto no transcrito apds a indugéo
(Figura 24).

Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificagcao da

regido interna parcial da scEPG1 com material genémico e transcrito do clone P. pastoris C21 e P.
pastoris + vetor vazio
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Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA genémico do
clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA gendémico de P. pastoris transformada com o vetor
vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando
cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o
plasmideo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da
reagdo (H20) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor).

7.4.3.3 Amplificagéo de regides especificas da scEPG1 — Regido completa.

Outro par de primers utilizado foi o “Cana-F_Kpnl_C1” e “Cana-R_Xbal_C2”,
cujo emprego resulta na amplificacdo da sequéncia completa da scEPG1 comegando
no sitio da enzima de restrigado utilizada da regido 5’ (Kpnl/) e terminando na regiao do
segundo sitio da enzima de restricado Xbal, tendo esse fragmento 1311 pares de bases
(Figura 25). O resultado obtido confirma a correta clonagem do inserto na regido do
sitio multiplo de clonagem do vetor pPICzaA.
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Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificagcdo da
regido completa da scEPG1 com material gendmico e transcrito do clone P. pastoris C21 e P. pastoris
+ vetor vazio
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Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA gendmico do
clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA gendmico de P. pastoris transformada com o vetor
vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando
cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o
plasmideo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da
reacdo (H20) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor).

7.4.3.4 Amplificagcéo de regides especificas da sSCcEPG1 — Regido entre o inicio do

vetor pPICzaA e inicio da scEPG1

E finalmente, o ultimo par de primers utilizado foi o “A2-alpha-F” e “A3-
cana_inicio-R”. O primer “A2-alpha-F” anela na regido do vetor que codifica o fator
alfa, responsavel pela exportacao da proteina recombinante para o meio extracelular,
enquanto o primer “A3-cana-inicio-R” amplifica a regido interna do inicio do gene da
EPG. Espera-se desta amplificagdo um fragmento de 742 pb. Os fragmentos obtidos
a partir da amplificagdo usando como molde DNA gendmico e cDNA confirmam a
presenga do gene de interesse no clone selecionado (Figura 26). A confirmagao da
presencga do fator alfa de Saccharomyces cerevisiae ligado corretamente ao inserto
da scEPG1 sugere que ocorrera a correta exportagao da proteina recombinante ao

meio extracelular.
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Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificagcao da
regido parcial do vetor pPICzaA e regido parcial da scEPG1 com material genémico e transcrito do
clone P. pastoris C21 e P. pastoris + vetor vazio
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Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA gendmico do
clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA gendémico de P. pastoris transformada com o vetor
vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando
cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o
plasmideo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da
reacdo (H20) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor).

O sequenciamento e alinhamento de todos os fragmentos obtidos aqui, tanto
com DNA genbmico como molde quanto com cDNA, apresentaram 100% de
identidade com a sequéncia de nucleotideos desenhada para a expressao da proteina
(Apéndice B e C) confirmando a correta insergéo e fase de leitura do gene da scEPG1.

7.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

Os extratos brutos das culturas com o mutante P. pastoris X33 _scEPG1 e a
linhagem X33 transformada somente com o vetor vazio foram precipitados e este
material foi amplificado em gel de poliacrilamida para analise das diferentes proteinas
separadas por peso molecular. Estima-se que a enzima recombinante possua 60,1
kDa. Entretanto, pode haver até seis glicosilagdes, que afetariam diretamente o
tamanho da enzima. Heimo et al. (1997) observaram uma diferengca de
aproximadamente 10 kDa na expressao em Pichia pastoris do dominio catalitico da

glicoamilase de Aspergillus awamori que foi atribuida a trés possiveis glicosilagdes.
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Na Figura 27, é possivel verificar a presenga de bandas de proteinas de
diferentes tamanhos, sendo a mais intensa uma préxima a banda do marcador de 75
kDa. Este aumento de pode ser atribuido ao padrdo de glicosilagdo. E possivel
verificar também que a intensidade desta banda aumenta gradativamente em relagao

ao tempo de inducéo.

Lang and Looman (1995) expressaram uma poligalacturonase de Aspergillus
niger em Saccharomyces cerevisiae. O tamanho aparente da enzima recombinante
era levemente maior do que a enzima nativa (38,4 kDa e 37,3 kDa respectivamente).
Esta variagdo de massa molecular pode ser pela diferenga no padrao de glicosilagao
entre as duas proteinas. Segundo o preditor “NetOGlyc 4.0”, esta enzima pode ter até

seis glicosilagdes, e este fator também influenciaria no tamanho esperado da proteina.

Além disso, a enzima alcool oxidase codificada pelos genes AOX1 e AOX2
possui 0 peso molecular de 72 kDa (Ellis et al. 1985). Esta enzima, por ter o peso
molecular aproximado da enzima heterdloga, dificulta a visualizagao no gel, e explica
a presencga de bandas do mesmo tamanho nos extratos produzidos pela linhagem

transformada apenas com o vetor vazio (Figura 28).

Figura 27 — Eletroforese em gel de poliacrilamida com extratos brutos obtidos da linhagem mutante P.
pastoris X33_scEPG1 em diferentes tempos de indugao.

Marcador de peso molecular
Precision Plus Protein
SCEPG1 - 24h
SCEPG1 - 48h
SCEPG1 - 72h
SCEPG1 - 96h
SCEPG1 - 120h
SCEPG1 - 144h
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37 kD -
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Legenda: Na primeira canaleta: marcador de peso molecular “Precision Plus Protein”, na canaleta 2:

extrato bruto com 24h de indugao, canaleta 3: extrato bruto com 48h de inducéo, canaleta 4: extrato

bruto com 72h de indugéo, canaleta 5: extrato bruto com 120h de indugéo, canaleta 6: extrato bruto
com 144h de indugao (Fonte: elaborado pelo autor).
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Figura 28 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com extratos brutos obtidos da linhagem mutante P.
pastoris X33 + Vetor vazio em diferentes tempos de indugao.

Marcador de peso molecular
Precision Plus Protein
Vetor vazio - 24h
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Legenda: Na primeira canaleta: marcador de peso molecular “Precision Plus Protein”, na canaleta 2:

extrato bruto com 24h de indugao, canaleta 3: extrato bruto com 48h de inducéo, canaleta 4: extrato

bruto com 72h de indugéo, canaleta 5: extrato bruto com 120h de indugéo, canaleta 6: extrato bruto
com 144h de indugao (Fonte: elaborado pelo autor).

7.6 Otimizacio da expressio da enzima recombinante

Para a obtengdo de uma maior concentracdo de scEPG1 recombinante no
conteudo extracelular, foram realizadas variagbes na densidade celular no inicio da

inducdo, concentracdo final de metanol, temperatura de cultivo e velocidade
rotacional.

Diferentes testes foram realizados sem sucesso, envolvendo: (a) variagao da
concentracio final de metanol. Esta modificagdo mostrou um aumento de proteinas
totais na concentragdo final de 1,5%, sendo esta mantida nos experimentos
posteriores; (b) aumento da densidade celular (ODsoo) no comego da indugao,
variando de OD 1,0, OD 3,0 e OD 6,0. Esta otimizagdo mostrou maiores valores de
proteinas totais quando utilizada a OD 1,0; (c) variagdo na temperatura de cultivo.
Foram testadas culturas crescidas a 22°C, 25°C, 28°C e 30°C, sendo a cultura crescida

a 28°C a melhor produtora de proteinas totais e (d) variagdo na rotagéo no cultivo.
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Foram também testadas culturas crescidas a 180 RPM e 250 RPM. As culturas

crescidas a 180 RPM apresentaram maiores valores de proteinas totais (Tabela 6).

Tabela 6 - Otimizagédo da expressao de proteinas totais pelo clone C21 (Pichia pastoris
X33_pPICZaA _scEPG1)

ODsoo inicial | Concentragao
Volume da cultura na fase de final de Temperatura Agitacdo
inducao Metanol
800 uL ) o .
(Placas deep weel 2 mL) ODsoo: 1.0 0.5 % 30°C 250 RPM
0.5%
25 mL ODgoo: 1.0 1.0 % 30°C 250 RPM
(Frascos de 250 mL)
1.5%
ODsoo: 1.0
25 mL .
(FraSCOSS 2somLy | ODor:30 1.5% 30 °C 250 RPM
ODsoo: 6.0
22°C
25 mL ) o 25°C
(Frascos de 250 mL) ODeoo: 1.0 L5 % 28 °C 250 RPM
30°C
200 mL ) o . 180 RPM
(Frascos de 2 L) ODeo0: 1.0 1.5 % 28°C 250 RPM
200 mL
(Frascosde 2 L) - ODsoo: 1.0 1.5% 28 °C 180 RPM
Otimizado

Legenda: em vermelho, os maiores valores de proteinas totais obtidos. Fonte: elaborado pelo autor

O tempo de indugdo pode variar na expressao de algumas proteinas. Luiz
(2011), expressando o peptideo antimicrobiano abaecina do himendptero Apis
mellifera em Pichia pastoris, observou que a proteina heterdloga so6 foi detectada a
partir de 72 horas. Araujo (2008) também apresentou dados em que a proteina
quimosina apresenta maior concentragao entre os tempos de inducédo 72 e 96 horas.
O resultado obtido no trabalho reflete a quantidade de proteinas totais, com pico em
96 horas, apresentando 2,27 mg/ml. Faber et al., (1995) discutem que Pichia pastoris
secreta niveis relativamente baixos de proteinas enddgenas, e que cerca de 80-90%

das proteinas totais do sobrenadante correspondem a proteina heteréloga.

A comparagao da curva de crescimento e conteudo de proteinas totais do
protocolo otimizado com o protocolo padrao sugerido pelo “Pichia expression Kit
(Invitrogen)” - que indica a indugédo com 0,5% de metanol, 30°C e 250-300 RPM -
demonstra que a otimizagdo da indugéo elaborada no presente trabalho (1,5% de

metanol, 28°C e 180 RPM) foi mais eficiente para a produgao de proteinas (Figura 29).
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Figura 29 - Otimizagéo da expressao de proteinas totais do clone P. pastoris C21
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Legenda: Linhas pretas indicam a quantidade de proteinas totais pelo método de Bradford em mg/mL
e linhas vermelhas a densidade celular da cultura em células/mL. Linhas continuas indicam a
otimizacao do protocolo utilizada neste trabalho e linhas tracejadas o protocolo padréo de expressao
recomendado pelo fabricante (Fonte: elaborado pelo autor).

Os valores utilizados neste grafico (Figura 29) sao referentes a média obtida
nas linhagens mutantes X33_C21 subtraida dos valores obtidos para as culturas com
o vetor vazio. Todos os valores obtidos para ambas as culturas podem ser

encontrados no Apéndice E.

Santoso et al. (2012) testaram diferentes concentragcées de metanol e tempos
de indugdo para o hormdnio glicoproteico eritropoetina humana. Para tal, testaram
uma variacdo de metanol de 0 a 20% na concentracao final e tempos de inducéo de
24 a 144 horas. Os autores concluiram que para esta proteina a melhor condicéo seria

2,5% de metanol em 48 horas de indugao.

A temperatura 6tima para Pichia pastoris é 30°C. Entretanto, neste trabalho, a
temperatura de 28°C teve melhores resultados. Foi descrito previamente que menores
temperaturas durante a fase indugcao sao benéficas para expressao extracelular, pois
podem prevenir 0 “estresse secretorio” e a formagao de corpos de inclusao, sendo

vantajoso para o processamento correto de proteinas (Sato et al. 2009; Jin et al. 2010).
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Estes resultados mostram que as condicbes oOtimas de expressdao de uma
proteina heteréloga em Pichia pastoris podem variar e confirmam a necessidade da

otimizagao da inducio para cada proteina.

7.7 Deteccio da atividade enzimatica

A fim de confirmar se as proteinas expressas possuiam atividade enzimatica,
diversos ensaios foram empregados. A atividade de pectinase pode ser detectada em
placas de agar com poligalacturonatos. Esta atividade € visualizada por vermelho de
ruténio, iodo ou pela incubacéo das placas com solugdes sais de amoénio quaternario
(McKay 1988). Esta atividade também é comumente quantificada pela liberagao de
agucares redutores através de métodos colorimétricos por DNS (Mopper and Melvin
Gindler 1973; McFeeters 1980; Fox and Robyt 1991) e Somogyi-Nelson (Nelson 1944;
Somogyi 1952) ou pela variag&o na viscosidade na reag&o. Entretanto, as medidas de
viscosidade possuem uma limitacdo por nao possuirem uma correlacéo linear entre a
reducao da viscosidade e o numero de hidrélises ocorridas no substrato (Jayani et al.
2005).

Os ensaios realizados em placa apresentaram halos de degradacgéo da pectina
quando utilizados os extratos brutos obtidos da inducdo apds 144 horas da
X33_pPICZaA _scEPG1, enquanto o extrato bruto produzido pelo controle negativo da
levedura com o vetor vazio X33_pPICzaA ndo apresentou halos de degradacao da
pectina. Sendo assim, este método foi utilizado para confirmacgao de forma qualitativa

da atividade enzimatica (Figura 20).

Os métodos quantitativos utilizados neste trabalho se baseiam na medida de
agucar redutor liberado apds a hidrdlise enzimatica. A diferengca dessa metodologia
em relacdo a outros métodos de determinacdo de acucares redutores é a
sensibilidade do método, cuja faixa de determinagao situa-se entre 25 e 500 mg/L,
entretanto esta reacdo nao é especifica, podendo sofrer interferéncia de outros

componentes redutores (Maldonade et al. 2013).

O ensaio enzimatico com a scEPG1 pelo método de Somogyi-Nelson nao
apresentou resultados diferenciais entre o clone produtor da scEPG1 e o controle
vetor vazio (dados ndo mostrados) e por isso nao foi utilizado nos ensaios posteriores.

Ja o método por DNS apresentou resultados diferenciais e a partir disso, foi realizada
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a otimizacgao do ensaio. Breuil and Saddler (1985) observaram as principais diferengas
entre métodos de DNS e Somogyi-Nelson. Utilizaram a enzima endo-1,4-3-d-
glicanase de T. harzianum e verificaram que os valores obtidos com o ensaio de DNS
foram sempre consideravelmente superiores aos obtidos com o ensaio de Somogyi-

Nelson.

O pico de atividade da scEPG1 usando o ensaio de DNS foi observado
correspondente apds 22 horas de incubagéo, quando foi atingida a concentragéao de
0,136 U/mL. A partir deste ensaio, este o tempo foi definido para os ensaios de

variacao de temperatura e pH.

7.7.1 Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade enzimatica

Os ensaios conduzidos neste trabalho levaram a observacdo que a
endopoligalacturonase recombinante apresentou maiores niveis de atividade sobre
acido poligalacturénico na temperatura de 45 °C por 22 horas (Figura 30). Em relagao
ao pH, dentro da faixa testada o valor maximo de atividade foi obtido quando da
incubagado com substrato dissolvido no tampao acetato de sédio 50mM pH 5,0 (Figura
31). O valor de pH 6timo obtido na enzima recombinante scEPG1 se encontra muito
proxima ao seu ponto isoelétrico (pl tedrico de 5,30). Este valor étimo de pH pode

denominar a enzima scEPG1 como uma pectinase acida.

Dentre os parametros cinéticos testados, a temperatura e o pH tém
fundamental relevancia, principalmente em aplicagdes biotecnoldgicas. O coquetel
enzimatico Celluclast® & um produto derivado do fungo Trichoderma reesei sendo rico
em celulases. A aplicagao de enzimas acessorias neste coquetel pode ser realizada,
entretanto € importante que possuam atividade em pH e temperatura proximos. O
manual deste produto indica que estas enzimas possuem atividade 6tima entre 50 e
60 °C e a faixa de pH entre 4,5 e 6.0 (Sagrensen et al. 2007).

Pectinases acidas sdo amplamente utilizadas na industria de sucos e vinhos e
sdo comumente produzidas por fungos, principalmente Aspergillus niger (Pedrolli et
al. 2009). Isso demonstra que a endopoligalacturonase recombinante pode apresentar
aplicabilidade industrial ndo somente contexto de bioenergia, mas também em outros

setores.

Pectinases de fungos filamentosos como Cryphonectria parasitica, Mucor

circinelloides, Aspergillus niger, Penicillium frequentans, Sclerotium rolfsii, Mucor
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flavus e leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus
apresentam valores similares de temperatura 6tima (entre 30 — 55 °C) e pH (entre 3.5
—5.5) (Gao and Shain 1994; Blanco et al. 1994; Channe and Shewale 1995; Serrat et
al. 2002; Gadre et al. 2003; Thakur et al. 2010; Borin et al. 2015; Abdulrachman et al.
2017). Em plantas, a pectinase produzida pela planta Muntingia calabura possui a
temperatura 6tima de 40°C e pH 4,0 (Gayathri et al. 2007). Por outro lado, pectinases
de bactérias como Bacillus sp. possuem a temperatura 6tima um pouco acima da
encontrada neste trabalho, variando de 60 a 75 °C e o pH entre 5 e 10,5 (Javaid Asad
M et al. 2015).

Os resultados dos ensaios de efeito de temperatura e pH foram expressos em
atividade relativa, sendo que o valor de 100% de atividade obtida nas seguintes
condicdes: Temperatura 45 °C e pH 5,0 por 22 horas, apresentando o valor de 0,136
U/mL. Os valores brutos obtidos nestas reagdes podem ser encontrados no Apéndice
F.

O baixo valor de atividade em acido poligalacturonico ja foi observado em
trabalhos anteriores de caracterizagdo de uma poligalacturonase D, produzida por A.
niger. Tais trabalhos demonstraram que o substrato pode influenciar diretamente na
atividade da enzima, e devido a grande variedade de tipos de pectina existentes é
importante realizar diferentes ensaios enzimaticos com uma maior variedade de

substratos e diferentes graus de polimerizag&o (Parenicova et al. 2000).



Figura 30 - Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica
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Figura 31 - Efeito do pH sobre a atividade enzimatica
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7.7.2 Efeito de ions metalicos, agentes redutores, detergentes e quelantes sobre a

atividade pectinolitica da scEPG1

Alguns componentes organicos ou inorganicos podem modificar a atividade das
enzimas, atuando como inibidores ou ativadores. Quando atuam como ativadores,
estes aceleram a reacédo enzimatica por promoverem o estado ativo da enzima ou do
substrato, estabilizando a conformacao do seu sitio ativo. Dados da literatura sugerem
que muitas enzimas pectinoliticas podem ser dependentes de alguns ions metalicos,
os quais facilitam a interacdo entre o sitio catalitico e o substrato, promovendo a

formacgao do produto (Kobayashi and Palumbo 2000; Kaur et al. 2004).

As proteinas podem ser desnaturadas pela presenga de agentes redutores
como B-mercaptoetanol, Ditiotreitol (DTT) ou pelo detergente dodecil sulfato de sddio
(SDS). Estes interferentes reduzem as ligagbes dissulfeto tornando regides das
proteinas mais acessiveis (Alfenas and Brune 1998). ions de sais e metais como
sodio, ferro, potassio e calcio costumar estar associados a enzimas, enquanto metais
pesados como cobalto, cobre e zinco geralmente possuem efeitos inibidores. O
guelante etilenodiaminotetraacetato (EDTA) remove os ions calcio que interagem com
a pectina, tornando-a mais acessivel. Entretanto, algumas enzimas possuem atomos
de metais associados as suas estruturas ou na fungao de cofatores, podendo estes
serem afetados pelo EDTA, que tende a remover estes metais e consequentemente

prejudicar o funcionamento normal destas enzimas (Niaz et al. 2011).

Com o objetivo de melhorar a atividade enzimatica obtida até o momento,
alguns reagentes foram adicionados a reagdo com scEPG1. Como resultado, pode-
se observar que a adigao de sais, detergentes e quelantes atuaram como inibidores
da atividade enzimatica. Por outro lado, a adigdo do agente redutor (Ditiotreitol — DTT)
apresentou valores superiores de atividade quando comparados com o controle sem

adicdo de sais (Figura 32)

Celestino et al. (2006) observaram na pectinase produzida por Acrophialophora
nainiana que a adi¢cdo de ions como Cu?*, Ca?*, Fe?*, Al** Mn?* e Zn? apresentou
resultados similares de inibicdo em uma faixa de 40 — 70% e a adicdao de DTT
aumentou a atividade enzimatica em até 140%. Por outro lado, o agente redutor [3-
mercaptoetanol apresentou resultados diferentes dos daqui obtidos, onde foi

observado o efeito estimulatério de atividade em 80%. Ja no presente trabalho, houve
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efeito inibitério de cerca de 45% quando do emprego desse reagente, assim como
para a endopoligalacturonase de Sporotrichum thermophile (Kaur et al. 2004).
Resultados similares com uma pectinase de Bacillus subtilis foram encontrados
quando frente ao SDS e -mercaptoetanol houve reducéo da atividade (Oumer and
Abate 2017). Outros estudos com poligalacturonases de Bacillus sp. e S. thermophile
mostraram que esta enzima foi estimulada pela adicdo de Mn?* e Fe?*, mas inibida
por Cu?* e Zn?* (Kobayashi and Palumbo 2000; Kaur et al. 2004).

Estes agentes podem apresentar resultados distintos entre diferentes enzimas
pois grupos essenciais podem estar inacessiveis e consequentemente ndo serem
modificados pelo agente utilizado. Além disso, a modificagado de grupos distantes do
sitio ativo pode promover mudancas conformacionais e consequente perda de

atividade enzimatica (Kashyap et al. 2001; Malheiros Ferreira et al. 2004).

Figura 32 - Efeito de interferentes sobre a atividade enzimatica
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Fonte: elaborado pelo autor.

7.7.2.1 Concentracao de DTT sobre a atividade pectinolitica da SCEPG1

O estimulo da atividade enzimatica da scEPG1 pelo agente redutor Ditiotreitol
(DTT) ja foi reportado anteriormente em outras enzimas com atividade de pectinase.
Celestino et al. (2006) caracterizaram uma enzima com atividade de
exopolimetilgalacturonato liase (EC. 4.2.2.9) do fungo Acrophialophora nainiana e

observaram que, frente ao DTT a 50mM, observou-se um aumento da atividade
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relativa em 140%. Amid et al. (2014) obteve resultados similares, onde a adicdo de
5mM de DTT causou um aumento de 10% na atividade enzimatica de uma pectinase

termoalcalina de pitaya (Hylocereus polyrhizus).

A adicdo do agente redutor DTT a 18mM causou um estimulo de 70% na
atividade da scEPG1 pelo método DNS. Este resultado poderia indicar que os
residuos de L-cisteina estariam envolvidos na ligagao de hidrogénio com o substrato
e no dobramento enzimatico (Malheiros Ferreira et al. 2004). Além disso, essa
ativagdo pode ser atribuida a redu¢ado no tamanho do agregado pela destruicdo das
ligacdes dissulfeto intermoleculares e protegdo dos grupos tiol que estabilizam a

estrutura tridimensional da enzima (Khedher et al. 2008).

Para determinar a melhor concentracdo de DTT na reagdo enzimatica, foram
adicionadas diferentes concentragcbes deste agente redutor (de 1 a 80 mM), onde a
melhor concentragédo de DTT foi de 60mM (Figura 33). Entretanto, € possivel verificar
que o extrato do vetor vazio utilizado como controle também apresentou um aumento
de atividade em relagdo ao aumento da concentracdo de DTT. Considerando que para
estes ensaios enzimaticos foi utilizado o extrato bruto da levedura transformada e que
o extrato utilizado como controle do vetor vazio também apresentou valores de
atividade enzimatica, é possivel que haja alguma proteina no sobrenadante que possa
ter influenciado este resultado. Isto significa que apenas parte do resultado observado
com a adi¢ao de DTT pode ser de fato atribuida a um efeito sobre a enzima scEPG1.
N&o se pode descartar a possibilidade de que grande parte deste aumento se deva a

alguma interferéncia no método do DNS.
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Figura 33 - Variagédo na concentragdo de DTT sobre a atividade enzimatica
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Diversos estudos mostraram que € possivel identificar in vitro, pelo método
DNS, uma interferéncia pela atividade de outra enzima chamada desulfurase quando
ha a presenca desta enzima, de L-cisteina e de Ditiotreitol (DTT) (Zheng et al. 1993;
Frazzon et al. 2007). A enzima desulfurase de cisteina, envolvida na biogénese do
cluster de ferro-enxofre (Fe/S) é necessaria para a tio-modificagdo pds-transcricional
de RNAt mitocondrial e citoplasmatico. E descrito na literatura a presenca do gene
responsavel pela expressdo da enzima desulfurase (Nfs1) no genoma de Pichia
pastoris (Love et al. 2016), o que pode explicar essa resultado obtido no ensaio com

o sobrenadante da P. pastoris com o vetor vazio.

Desta forma, para verificar se realmente ndo havia atividade enzimatica no
extrato do controle vazio com ou sem a adicdo de DTT, foi realizado um ensaio em
placa, onde foi observado que no extrato da scEPG1 sem DTT (Figura 34-A) e com
DTT (Figura 34-C) havia atividade pectinolitica, enquanto nas placas com o extrato do
vetor vazio sem DTT (Figura 34-B) e com DTT (Figura 34-D) ndo havia atividade

enzimatica.
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Figura 34 - Ensaio em placa de atividade pectinolitica com o extrato bruto da scEPG1 e vetor vazio
com e sem a adigdo de DTT.

c D

Legenda: (A) scEPG1 sem DTT, (B) vetor vazio sem DTT, (C) scEPG1 com DTT e (D) vetor vazio
sem DTT — setas indicam o halo de atividade enzimatica (Fonte: elaborado pelo autor).

7.8 Sacarificacdo da biomassa de cana-de-acucar

Apos a adicdo da scEPG1 ao coquetel enzimatico Celluclast 1.5L
(Novozymes®) foi possivel observar que ndo houve diferenga estatistica entre os
extratos enzimaticos brutos da scEPG1 e o vetor vazio (Figura 35). Entretanto é
necessario salientar que este € um ensaio preliminar realizado com o extrato bruto do
sobrenadante. E possivel que haja interferentes no meio de cultura que possam
influenciar no resultado obtido. Ensaios futuros com diferentes concentragdes da
enzima e a utilizacdo da enzima purificada podem fornecer resultados mais

especificos sobre a atividade da enzima frente a biomassa de cana-de-agucar.
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Figura 35 - Sacarificagdo da biomassa de cana-de-agucar com coquetel enzimatico + scEPG1
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Os dados brutos utilizados para a construgdo do grafico acima podem ser
encontrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados brutos de sacarificagdo da biomassa de cana-de-agucar

Amostra Glicose (g/L)
Celluclast (1) 24,54
Celluclast (2) 27,10
Celluclast (3) 24,95

Celluclast + Vetor vazio (1) 28,34
Celluclast + Vetor vazio (2) 29,66
Celluclast + Vetor vazio (3) 27,52
scEPG1 (1) 10,90
scEPG1 (2) 22,47
scEPG1 (3) 21,65
Celluclast + scePG1 (1) 30,99
Celluclast + sceEPG1 (2) 34,87
Celluclast + scePG1 (3) 32,64
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8. RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS OBTIDOS

e Construcao plasmidial do vetor pPICZaA contendo o gene scEPG1

e Obtencdo do clone de Pichia pastoris X33 produtor da scEPG1

extracelular ativa.

e Otimizagao do protocolo de expresséo da enzima alterando fatores como

temperatura, rotagdo e concentracédo final de metanol

e Determinacdo dos parametros enzimaticos da scEPG1 sobre
temperatura, termoestabilidade, pH e efeito de interferentes.

e A adicao da scEPG1 ao coquetel enzimatico comercial ndo apresentou
diferencas estatisticas em relacdo ao rendimento de agucares soluveis

da biomassa de cana-de-agucar nos ensaios preliminares.
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9. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A endopoligalacturonase de Saccharum sp. foi eficientemente expressa em
sistema de expresséo heterélogo com Pichia pastoris X33. O mutante produtor desta
enzima produziu os maiores valores de proteinas totais com 96 horas de indu¢do com
metanol. O extrato bruto obtido apresentou melhores valores de atividade enzimatica
quando incubada por 22 horas a 45 °C em tampao acetato de soédio pH 5,0, sofrendo

interacao positiva do agente redutor DTT a 60 mM.

Ensaios futuros de purificacdo desta enzima e obtencdo dos parametros
cinéticos poderao auxiliar na compreensao do modo de acéo e especificidade pelo
substrato.

A scEPG1 parece ter bom potencial para uso em biotecnologia, seja em
aplicagdes como as de produgao de sucos processados ou producao de vinho, seja

para aplicagdo em bioenergia.
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The precise disassembly of the extracellular matrix of some plant species used as
feedstocks for bioenergy production continues to be a major barrier to reach reasonable
cost effective bioethanol production. One solution has been the use of pretreatments,
which can be effective, but increase even more the cost of processing and also lead to
loss of cell wall materials that could otherwise be used in industry. Although pectins
are known to account for a relatively low proportion of walls of grasses, their role in
recalcitrance to hydrolysis has been shown to be important. In this mini-review, we
examine the importance of pectins for cell wall hydrolysis highlighting the work
associated with bioenergy. Here we focus onthe importance of endopolygalacturonases
(EPGs) discovered to date. The EPGs cataloged by CAZy were screened, revealing
that most sequences, as well as the scarce structural work performed with EPGs, are
from fungi (mostly Aspergillus niger). The comparisons among the EPG from different
microorganisms, suggeststhat EPGs from bacteriaand grasses display higher similarity
than each of them with fungi. This compilation strongly suggests that structural and
functional studies of EPGs, mainly from plants and bacteria, should be a priority of
research regarding the use of pectinases for bioenergy production purposes.

Keywords: bioethanol, pectinase, endopolygalacturonase, grasses, cell wall, bioenergy, ethanol

INTRODUCTION

Bioenergy can be produced from several species and in different ways. The basic idea is to
transform hydrocarbons produced by plants and algae —mostly in the form of sugars and lipids—
into compounds similar to gasoline, diesel, and ethanol. In the latter case, there are only a handful
of plant species that have been considered or effectively used for bioenergy production in large
scale. Among these there are the ones that produce high concentrations of sucrose (e.g., sugarcane
and sugar beet), starch (e.g., maize), lignocellulose from woody materials (e.g., poplar and willow)
or grasses (e.g., corn stove, switchgrass, miscanthus, and sugarcane) (De Souza et al.,2013a). Other
residues, such as apple pomace, citrus, and sugar beet, which are rich in pectins have been suggested
as possible sources of carbon for bioethanol production (Edwards and Doran-Peterson,2012).

Maize (Zea mays) and sugarcane (Saccharum sp.) are the main feedstocks used in large scale for
bioethanol generation, with the USA and Brazil being the world’s largest producers (RFA,2015).
The bioethanol from sugarcane can be produced at lower costs in comparison to maize (Méjean
and Hope,2010) probably due to the energy balance in the production process which has been
optimized since the early 20th century (De Souza et al.,2013a;Loqué et al.,2015).
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The first generation bioethanol (1G) consists in fermenting
sucrose from the juice. Sucrose is extracted from large vacuoles
present in cells of the stem (Figures 1A,C). Sucrose is then used
in fermentation tanks to produce ethanol using Saccharomyces
cerevisiae (Amorim et al., 2011). Although this process became
extremely efficient along decades of engineering development,
some of the sucrose is still lost during the process due to difficulty
to open all sucrose-storage cells of the culm. These cells cannot
all be broken probably due to the strength of the cell walls as well
as their junctions (the middle lamellae), so that groups of cells
can resist to the mechanical forces involved in the milling and hot
water extraction during the 1G industrial process (Figures 1B,D).

Second Generation (2G) bioethanol production consists in
using different strategies to extract the sugars present in the
cell walls. For this purpose, some suggested feedstocks are
woody materials (e.g., poplar, willow, eucalyptus), grass stems,
that contain proportionally more cell walls than sucrose (e.g.,
miscanthus and switchgrass) and also from plant residues, such
as corn stover, wheat straw, sugarcane bagasse, sugar beet, citrus,
and apple residues.

The 2G processes have been designed to include biomass
pretreatment (Soccol et al., 2010; Pu et al., 2013; Martins et al.,
2015; Pereira et al., 2015) aimed at granting access to cellulose.
Pretreatments are known to cause losses of hemicelluloses and
pectins (DeMartini et al., 2013; Pu et al., 2013), decreasing yield.

The raw material employed in 2G technologies is the plant cell
wall, a complex conglomerate of three polysaccharide domains
(pectins, hemicelluloses, and cellulose) which are cross-linked
with lignin (Buckeridge et al., 2015). This Mini-review aims to
look on the role of pectins on cell wall recalcitrance to hydrolysis
and the potential of pectinases for bioenergy purposes. We
revised the literature about the use of pectinases to understand
cell wall hydrolysis and show that research made on these
enzymes is quite limited since only a few have been purified
and characterized. Here we focus on endopolygalacturonases,
which are the most well known among the pectinases. Increasing
knowledge about the structural and functional aspects of these
enzymes might bring new possibilities for their use in biomass
hydrolysis and bioethanol production.

CELL WALLS, PECTINS, AND
BIOENERGY

Cell walls are composites made of polymers with diverse
structures that are attached by covalent and non-covalent
linkages, forming an extremely complex network that constitutes
the Glycomic Code (Buckeridge and de Souza, 2014; Buckeridge
et al., 2015; Tavares and Buckeridge, 2015)

Among the grasses used for bioenergy purposes, maize
(Carpita, 1984), sugarcane (De Souza et al, 2013b), and
miscanthus (De Souza et al, 2015) are among the most
profoundly studied species. The architecture of the walls of
grasses is named Type II, which has arabinoxylans as the main
hemicellulose and relatively low proportions of pectins (ca.
2-10% of the wall in sugarcane and miscanthus) (Mohnen,
2008; Vogel, 2008; De Souza et al, 2013b, 2015). Maize

and sugarcane are known to form “packages” of cellulose
microfibrils (macrofibrils) bound to xyloglucan and xylans,
whereas pectins seem to form a separate domain with more
soluble polysaccharides into which the other cell wall domains are
embedded (Ding et al., 2012; Buckeridge et al., 2015). Despite its
low content in grasses, pectins are possibly involved in bindings
with lignin in sugarcane and miscanthus, conferring recalcitrance
to hydrolysis (De Souza et al., 2013b, 2015).

It is also widely known that pectins are the main components
of the middle lamella. Thus, besides hampering wall hydrolysis
and thus preventing efficient release of sugars for 2G bioethanol,
the presence of pectins in the middle lamella can also be a barrier
to the release of cells from tissues in 1G processes, interfering in
sucrose extraction (De Souza et al., 2013b, 2015).

The hydrolysis step required for disassembly of cell walls and
their polymers is regarded as one of the major bottlenecks for
2G ethanol production. Thus, understanding the mechanisms
of breakdown of the cell walls will help to determine the most
efficient strategies to reduce costs of production (Turumtay,
2015). Considering what is known about the structure and fine
structure of the pectic and hemicellulosic polymers in the walls
of sugarcane and miscanthus, the degradation of the cell walls of
sugarcane, for instance, is thought to require at least 18 different
types of enzymes, several of them related to pectin attack (De
Souza et al., 2013b).

Pectins are composed mainly of three polysaccharides,
including homogalacturonan present within the middle
lamella, which can be acetylated and/or methylated. Rhamno-
galacturonans I and II present a more complex structure,
composed of a main chain of galacturonic acid interspaced
with residues of rhamnose which are branched with chains of
arabinans, galactans, and arabinogalactans.

Usually referred to as accessory enzymes, the main required
enzymes to hydrolyze pectins are endopolygalacturonases
(EPGs), acetyl and methylesterases, a-arabinofuranosidases
and PB-galactosidases. The fact that some linkages between
carbohydrates and phenylpropanoids would have to be broken in
order to allow attack to pectin, possibly more enzymes than what
is currently known might be involved in the complete hydrolysis
of this polysaccharide (Rytioja et al., 2014).

Experiments have been performed with pectin-rich materials
such as citrus waste (Edwards and Doran-Peterson, 2012; Awan
et al., 2013). Employing this biomass, a mixture of S. cerevisiae
and Candida parapsilosis have been successfully fermented. Also,
the use of enzymes from Xanthomonas axonopodis (a Gram
negative pathogen that confers canker to citrus) led to high
efficiency in ethanol production.

The effort on prospecting pectinases has been mostly on
fungal enzymes whereas some plant enzymes have also been
studied in systems of agronomic importance. Conversely, in
plants, the attack upon the pectins of cell wall and middle
lamella have been largely described for abscission zone formation
(Gonzalez-Carranza et al., 2002), fruit ripening (Prasanna et al.,
2007) and aerenchyma formation (Gunawardena et al., 2001).
As a result, relatively little is known about the structural
and functional diversity of pectinases in plant and microbe
metabolisms.
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FIGURE 1 | Biomass units of sugarcane stem (culm) with cells bound by middle lamellae. (A,C) Stele, the vascular bundle showing Fibers (F), Phloem (Ph),
Xylem (X), sucrose-storage parenchyma (sP). (B) Macerated tissue showing a detail of an isolated stele that still maintains adhesion among cells. (D) Cells of
sugarcane stem without the binding of middle lamellae. Cells are named as in (A). The cell separation was prepared according to Franklin (1945) and cells were
stained with toluidine blue (B,D) and iodine-potassium iodide (A,C). Bars represent 100 pm.

The roles of pectin in biomass yield and processing for
bioenergy have been recently reviewed (Xiao and Anderson,
2013). Since pectins represent the class of polysaccharides
responsible for adhesion to neighbor cells, it could be decreased
due to pectinase activity. Another important role is the control
of penetration of other enzymes into the biomass network, since
pectins are thought to be responsible for determination of cell
wall porosity (Baron-Epel et al., 1988), limiting the size and
dimensions of enzymes allowed to penetrate the wall (Buckeridge
et al., 2015). A search in the CAZy databank gave 210 sequences
of EPGs (GH28 family, EPG 3.2.1.15), 46 pectin acetyl esterases
(CE12 and CE13 families, PAE 3.1.1.) and 44 pectin methyl
esterases (CE8 family, PME 3.1.1.11) (Lombard et al., 2014).
Thus, EPGs are by far the best-known enzyme family associated
to the homogalacturonan hydrolysis.

POTENCIAL USE OF PECTIN AND
PECTINASES FOR BIOENERGY

Depolymerases such as polygalacturonases are classified as
endo- or exopolygalacturonases according to their mode of
action. Exopolygalacturonases attack the non-reducing end of the
polymer, generating the monosaccharide galacturonic acid. EPGs
hydrolyze inner linkages within homogalacturonan molecules,
originating oligogalacturonides of different sizes.
Endopolygalacturonases play important roles in fruit ripening.
Smith et al. (1990) found that down-regulation of EPG expression

led to a reduction in enzyme activity between 5 and 50%,
increasing ripe fruit shelf life. Similar results were observed for
apple and strawberry fruits. Moreover, microscopic analysis of
transgenic fruits revealed smaller inter-cellular spaces and higher
cellular adhesion (Atkinson et al., 2012; Posé et al., 2013).

Because the proportion of pectins in grasses is rather low,
studies are scarce about their effect on saccharification. Some
evidence from experiments with dicot plants produced promising
results. The addition of pectinases to enzyme cocktails can
increase biomass hydrolysis in Arabidopsis (Lionetti et al., 2010).
Supplementing the commercial enzyme cocktail Celluclast 1.5 L
(which is mainly composed of cellulases) with fungal EPG or
overexpression of endogenous pectin methyl esterases, increased
the efficiency of enzymatic hydrolysis of cell walls. It is not yet
known by which mechanisms this process takes place, but it
is probable that these are related to the attack performed by
pectinases in general, which results in the removal of pectins that
prevent other enzymes to act. Thus, pectin connections in the cell
wall matrix can affect saccharification and pretreatment, so that
EPGs could eliminate the need for acid pretreatment, reducing
costs and environmental impacts.

Concerning microbe EPGs, Aspergillus niger is by far the most
studied fungi species and at least seven different types of the
enzyme have been described and classified as EPG L, II, A, B, C, D,
and E (Bussink et al., 1992), producing substrates with different
degrees of polymerization (DP). EPGI produces large amounts
of oligogalacturonides with DP 5, whereas EPG II products
range from DP 6 to 15 (Cook et al, 1999). Moreover, they
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FIGURE 2 | Homology of deduced amino acid sequences from the
most represented plant and microbe EPG among the characterized
enzymes from CAZy GH28. Predicted EPGs from grasses (Setaria italica,
Sorghum Bicolor, and Zea mays — not yet characterized) were added to the
alignment. The arabic numbers indicate bootstrap values and phylogenetic
groups identified, respectively. The maximum likelihood tree was chosen
accordingly to the highest ranked substitution model (Tajima-Nei) and 1000
bootstrap replications. NCBI GenBank numbers are indicated in each
sequence.

have distinct properties regarding optimal pH and temperature,
substrate specificity and molecular weight. This wide variety of
pectinases found in A. niger reflects the high complexity of cell
wall architecture (i.e., the Glycomic Code) within and among cell
walls of different plant species.

Currently, it is possible to find in the literature the
characterization of different EPGs produced by fungi, bacteria,
archaea, plants, insects, and nematodes. The most studied
organisms are fungi and plants and only fungi EPGs had their

3D structure characterized (van Santen et al., 1999; Pouderoyen
et al., 2003).

THE DIVERSITY OF EPGs IN
MICROORGANISMS AND PLANTS

In order to evaluate the diversity of characterized EPGs, all 210
sequences classified as such (3.2.1.15) were selected from the
GH28 family (Lombard et al., 2014). From those, 177 protein
sequences harboring predicted GH28 and pectin lyase domains
were identified according to InterPro database (Marchler-Bauer
et al., 2014). As a result, a total of 122 (68%), 39 (22%), 12
(0,8%), and 4 (0,2%) represented fungi, plant, bacteria, and other
eukaryotes EPGs, respectively.

The most represented phylum among fungi was Ascomycota
(70 sequences), mainly composed of Aspergillus species (21
sequences). Among the Aspergilli, those from A. niger were
the most abundant (five sequences). Following Ascomycota,
Oomycota was the second most represented fungi phylum,
presenting nine sequences, all from Phytophthora parasitica.
Concerning bacteria, the most common sub-order was
Enterobacteriaceae, with two sequences from Pectobacterium
carotovorum.

Plant sequences were from Solanaceae (10 sequences): nine
from Solanum lycopersicum and one from Nicotiana tabacum.
Among plant species, the families better represented within
GH28 (Solanaceae, Rosaceae, Leguminosae) do not have large
application in the biofuel industry. Although the grasses
are more established as promising feedstocks for biofuel
production (Somerville et al., 2010), according to CAZy, no grass
endopolygalacturonase figure among the characterized GH28.

In order to compare similarities among plants, bacteria and
fungi, the sequences from the above mentioned species (only the
most represented from each mentioned fungi phylum, bacteria
sub-order or plant family) were aligned using MUSCLE available
from MEGA v. 7 (Kumar et al., 2016). Due to the role played
by grasses as feedstocks for bioenergy, all GH28 grass EPGs were
added to the alignment (20 sequences from Z. mays, one sequence
from Sorghum bicolor and one from Setaria italica). Next, a
phylogenetic tree derived from the alignment was constructed
using Maximum Likelihood as a model and Tamura-Nei method
(Tamura and Nei, 1993) with 1000 bootstrap replications.

The phylogenetic tree in Figure 2 shows that plant EPG
diversity appears to be higher than the one observed for
fungi. Whereas microbes and grasses (including three out of 20
Z. mays sequences) EPG are clustered separately, the majority of
Z. mays sequences are allocated in two major clades, one among
the grass sequences and another among S. lycopersicumnm EPG
sequences. S. lycopersicum EPGs play important roles during fruit
ripening, germination and leaf and flower abscission. Although
S. lycopersicum sequences divergence is not well supported by
bootstrap (<70), they are described below as two different
clusters in order to better organize the presentation of functional
and transcriptional information.

Increased galacturonic acid levels along with increased
accumulation of LeXPG1 mRNA, suggests that this enzyme
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(AAF61444.1) is required for radicle protrusion (Sitrit et al.,
1999), whereas another tomato enzyme (AAA34178.1) has a fruit
ripening-specific pattern (Bird et al., 1988). The majority of the
remaining S. lycopersicum sequences (AAC28905.1, AAC28906.1,
AAC28903.1, AAC28947.1, AAB09575.1, AAB09576.1) is related
to abscission zone formation within leaves and flowers (Kalaitzis
et al., 1997; Hong and Tucker, 1998). The specificity of these
enzymes seems to be a relevant issue since divergent sequences
are thought to play different biological roles (Bird et al.,
1988), besides displaying different temporal expression patterns
(Kalaitzis et al., 1997). It is hard to speculate which roles might
be played by Z. mays sequences that were clustered together
with S. lycopersicum ones. However, it is important to note that
protein sequence identity between Z. mays (ACF85710.1) and
S. lycopersicum range from 47 to 50%. This level of similarity is
higher than the one observed among different S. lycopersicum
EPG expressed on abscission zones compared to the ones
expressed in fruit tissue (38-41%) (Kalaitzis et al., 1997). On the
other hand, the identity between those related to leaf and flower
abscission was much higher, 76-93%.

Fungi EPG characterization does not cover the same aspects
addressed in plant EPG. Reports on functional characterization
are available, concerning optimum pH, temperature and mode
of action upon homogalacturonans with different degrees of
polymerization. Although sugar beet pectins have been used to
induce enzyme production, the activity of purified/heterologous
EPG upon substrates derived from plants used as bioenergy
feedstocks have not been reported. The change of substrates
for yeast fermentation from monosaccharides (e.g., galacturonic
acid or rhamnose) to polysaccharides (polygalacturonic acid)
did not result in increased expression of A. niger EPG pgaA
and pgaB and authors suggested that fungi metabolism was
not promptly adapted to the new carbon source (Pafenicova
et al., 2000a). The processivity of A. niger pgaD was precisely
and elegantly described upon lemon pectins (Pafenicové et al,,
2000b) and polygalacturonan (Pafenicova et al., 1998). However,
studies like these have not yet been performed using structurally
well characterized polysaccharides from Z. mays, sugarcane or
miscanthus (Carpita et al., 2001; De Souza et al., 2013b, 2015).

Interestingly, one clade exclusively composed of grass EPG
is located separately from S. lycopersicum and from other
Z. mays sequences, which might represent an interesting target
for biotechnology research. These predicted proteins seem to be
more closely related to microbial ones than to other proteins of
plant species, although this divergence is not well supported by
bootstrap values and might require further research in order to
be confirmed.

Whereas the physiological roles of plant EPGs are reasonably
well described, fungi EPG characterization does not cover the
same functional aspects addressed in plants. Conversely, reports
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Apéndice B - Sequéncias obtidas do DNA gendmico e transcrito do clone P. pastoris scEPG1

Sequenciamento - X33 scEPGI

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

B S o e e e L
10 20 30 40 50 60
AAACGCTGTC TTGGAACCTA ATATGACAAA AGCGTGATCT CATCCAAGAT GAACTAAGTT

AAACGCTGTC TTGGAACCTA ATATGACAAA AGCGTGATCT CATCCAAGAT GAACTAAGTT

B S S o e e e e S
70 80 90 100 110 120
TGGTTCGTTG AAATGCTAAC GGCCAGTTGG TCAAAAAGAA ACTTCCAAAA GTCGGCATAC

TGGTTCGTTG AAATGCTAAC GGCCAGTTGG TCAAAAAGAA ACTTCCAAAA GTCGGCATAC

B T e o e e e S
130 140 150 160 170 180
CGTTTGTCTT GTTTGGTATT GATTGACGAA TGCTCAAAAA TAATCTCATT AATGCTTAGC

CGTTTGTCTT GTTTGGTATT GATTGACGAA TGCTCAAAAA TAATCTCATT AATGCTTAGC

L e e e e e L I I e e
190 200 210 220 230 240
GCAGTCTCTC TATCGCTTCT GAACCCCGGT GCACCTGTGC CGAAACGCAA ATGGGGAAAC

GCAGTCTCTC TATCGCTTCT GAACCCCGGT GCACCTGTGC CGAAACGCAA ATGGGGAAAC

B T S o e e e e S
250 260 270 280 290 300
ACCCGCTTTT TGGATGATTA TGCATTGTCT CCACATTGTA TGCTTCCAAG ATTCTGGTGG

ACCCGCTTTT TGGATGATTA TGCATTGTCT CCACATTGTA TGCTTCCAAG ATTCTGGTGG

B e S o e e e S
310 320 330 340 350 360
GAATACTGCT GATAGCCTAA CGTTCATGAT CAAAATTTAA CTGTTCTAAC CCCTACTTGA

GAATACTGCT GATAGCCTAA CGTTCATGAT CAAAATTTAA CTGTTCTAAC CCCTACTTGA

B e e o e e e S
370 380 390 400 410 420
CAGCAATATA TAAACAGAAG GAAGCTGCCC TGTCTTAAAC CTTTTTTTTT ATCATCATTA

CAGCAATATA TAAACAGAAG GAAGCTGCCC TGTCTTAAAC CTTTTTTTTT ATCATCATTA

B e e o e e e I
430 440 450 460 470 480
TTAGCTTACT TTCATAATTG CGACTGGTTC CAATTGACAA GCTTTTGATT TTAACGACTT

TTAGCTTACT TTCATAATTG CGACTGGTTC CAATTGACAA GCTTTTGATT TTAACGACTT

B e e o e e e s
490 500 510 520 530 540
TTAACGACAA CTTGAGAAGA TCAAAAAACA ACTAATTATT CGAAACGATG AGATTTCCTT

TTAACGACAA CTTGAGAAGA TCAAAAAACA ACTAATTATT CGAAACGATG AGATTTCCTT

B T S o e e e e S
550 560 570 580 590 600
CAATTTTTAC TGCTGTTTTA TTCGCAGCAT CCTCCGCATT AGCTGCTCCA GTCAACACTA



Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao

e e e o e e I
610 620 630 640 650 660
CAACAGAAGA TGAAACGGCA CAAATTCCGG CTGAAGCTGT CATCGGTTAC TCAGATTTAG

GAGAGGCTGA AGCTGAATTC ACGTGGCCCA GCCGGCCGTC TCGGATCGGT ACCGGCGCGT
——————— TGA AGCTGAATTC ACGTCGCCCA GCCGGCCGTC TCGGATCGGT ACCGGCGCGT
————————————————————————————— A GCCGGCCGTC TCGGATCGGT ACCGGCGCGT

... e e e T e I e e

850 860 870 880 890 900
CGTCCGGGGG GCCTGGATGC CGGAAGCACG TGGCGAAGGT CAGGGAGTAC GGCGCGGTGG
CGTCCGGGGG GCCTGGATGC CGGAAGCACG TGGCGAAGGT CAGGGAGTAC GGCGCGGTGG
CGTCCGGGGG GCCTGGATGC CGGAAGCACG TGGCGAAGGT CAGGGAGTAC GGCGCGGTGG

e e T e e I e e |
910 920 930 940 950 960
GGGACGGGAG GACGCTCAAC ACGGCGGCGT TCGCCAGGGC GGTGGCGGAC CTGTCGCGGC
GGGACGGGAG GACGCTCAAC ACGGCGGCGT TCGCCAGGGC GGTGGCGGAC CTGTCGCGGC

GGGACGGGAG GACGCTCAAC ACGGCGGCGT TCGCCAGGGC GGTGGCGGAC CTGTCGCGGC

e e T e e I e T |
970 980 990 1000 1010 1020
GCGCGCGCGA CGGCGGCGCG GCGCTGGTGG TGCCGCCGGG GAAGTGGCTC ACGGGGCCCT
GCGCGCGCGA CGGCGGCGCG GCGCTGGTGG TGCCGCCGGG GAAGTGGCTC ACGGGGCCCT

GCGCGCGCGA CGGCGGCGCG GCGCTGGTGG TGCCGCCGGG GAAGTGGCTC ACGGGGCCCT

e T T e e I e e |
1030 1040 1050 1060 1070 1080
TCAACCTCAC AAGCTGCTTC ACGCTCTACC TCGACGAGGG CGCCGAGATC CTCGCGTCCC
TCAACCTCAC AAGCTGCTTC ACGCTCTACC TCGACGAGGG CGCCGAGATC CTCGCGTCCC

TCAACCTCAC AAGCTGCTTC ACGCTCTACC TCGACGAGGG CGCCGAGATC CTCGCGTCCC

e e T e e I e e |
1090 1100 1110 1120 1130 1140
AGGACATGAA CCATTGGCCC CTCATAGCTC CCCTGCCGTC TTACGGGAGA GGAAGGGACG
AGGACATGAA CCATTGGCCC CTCATAGCTC CCCTGCCGTC TTACGGGAGA GGAAGGGACG

AGGACATGAA CCATTGGCCC CTCATAGCTC CCCTGCCGTC TTACGGGAGA GGAAGGGACG

e e e o e e s I
1150 1160 1170 1180 1190 1200
AGCCTGGCCC AAGGTACATC AATTTCATTG GAGGATCCAA TCTCACTGAC GTCATCATCA
AGCCTGGCCC AAGGTACATC AATTTCATTG GAGGATCCAA TCTCACTGAC GTCATCATCA

AGCCTGGCCC AAGGTACATC AATTTCATTG GAGGATCCAA TCTCACTGAC GTCATCATCA

e e T e e I e e |
1210 1220 1230 1240 1250 1260
CAGGTAAAAA TGGAACAATC AACGGGCAGG GGCAAGTCTG GTGGGACAAG TTCCATGCCA



scEPG1 - DNA
scEPG1 - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

CAGGTAAAAA TGGAACAATC AACGGGCAGG GGCAAGTCTG GTGGGACAAG TTCCATGCCA
CAGGTAAAAA TGGAACAATC AACGGGCAGG GGCAAGTCTG GTGGGACAAG TTCCATGCCA

e e T e e I e e |
1270 1280 1290 1300 1310 1320
AGGAGCTCAA GTCCACCCGC GGCCACCTCC TGGAGCTCCT CTACTCTGAT AACATCATCA
AGGAGCTCAA GTCCACCCGC GGCCACCTCC TGGAGCTCCT CTACTCTGAT AACATCATCA

AGGAGCTCAA GTCCACCCGC GGCCACCTCC TGGAGCTCCT CTACTCTGAT AACATCATCA

e e T e e I e e
1330 1340 1350 1360 1370 1380
TCTCCAATGT CACCTTCATC AACGCGCCAT ACTGGAACCT CCACCCTACC TATTGCACCA
TCTCCAATGT CACCTTCATC AACGCGCCAT ACTGGAACCT CCACCCTACC TATTGCACCA

TCTCCAATGT CACCTTCATC AACGCGCCAT ACTGGAACCT CCACCCTACC TATTGCACCA

e T e e I e e
1390 1400 1410 1420 1430 1440
ATGTGACCAT CAGTGGCGTC ACCATTCTCG CGCCGCTGAA TTCGCCTAAC ACCGATGGAA
ATGTGACCAT CAGTGGCGTC ACCATTCTCG CGCCGCTGAA TTCGCCTAAC ACCGATGGAA

ATGTGACCAT CAGTGGCGTC ACCATTCTCG CGCCGCTGAA TTCGCCTAAC ACCGATGGAA

e e e o e e I I
1450 1460 1470 1480 1490 1500
TTGACCCAGA TTCTTCCTCG CATGTCAAGA TCGAGGACTG CTACATCGTC TCCGGCGACG
TTGACCCAGA TTCTTCCTCG CATGTCAAGA TCGAGGACTG CTACATCGTC TCCGGCGACG

TTGACCCAGA TTCTTCCTCG CATGTCAAGA TCGAGGACTG CTACATCGTC TCCGGCGACG

e e T e e I e e |
1510 1520 1530 1540 1550 1560
ACTGCGTCGC CGTGAAGAGC GGGTGGGACG AGTACGGCAT CAGGTTCAAC ATGCCGAGCC
ACTGCGTCGC CGTGAAGAGC GGGTGGGACG AGTACGGCAT CAGGTTCAAC ATGCCGAGCC

ACTGCGTCGC CGTGAAGAGC GGGTGGGACG AGTACGGCAT CAGGTTCAAC ATGCCGAGCC

e e T e e I e e |
1570 1580 1590 1600 1610 1620
AGCACATCGT CATCAGGAGG CTGACCTGCA TCTCCCCCAC GAGCGCCATG ATCGCGCTGG
AGCACATCGT CATCAGGAGG CTGACCTGCA TCTCCCCCAC GAGCGCCATG ATCGCGCTGG

AGCACATCGT CATCAGGAGG CTGACCTGCA TCTCCCCCAC GAGCGCCATG ATCGCGCTGG

e e T e e I e e |
1630 1640 1650 1660 1670 1680
GCAGCGAGAT GTCCGGCGGC ATCCGCGACG TGCGCGCCGA GGACAACGTC GCCATCAACA
GCAGCGAGAT GTCCGGCGGC ATCCGCGACG TGCGCGCCGA GGACAACGTC GCCATCAACA

GCAGCGAGAT GTCCGGCGGC ATCCGCGACG TGCGCGCCGA GGACAACGTC GCCATCAACA

e e T e e I e e |
1690 1700 1710 1720 1730 1740
CGGAGTCGGC CGTCAGGGTC AAGTCCGGCG CGGGGAGGGG CGGCTTTGTC AGGGACATTT
CGGAGTCGGC CGTCAGGGTC AAGTCCGGCG CGGGGAGGGG CGGCTTTGTC AGGGACATTT

CGGAGTCGGC CGTCAGGGTC AAGTCCGGCG CGGGGAGGGG CGGCTTTGTC AGGGACATTT

e e T e e I e e
1750 1760 1770 1780 1790 1800
TCGTGCGCGG CCTCAGCCTC CACACCATGA AGTGGGTGTT CTGGATGACC GGCAACTACG
TCGTGCGCGG CCTCAGCCTC CACACCATGA AGTGGGTGTT CTGGATGACC GGCAACTACG

TCGTGCGCGG CCTCAGCCTC CACACCATGA AGTGGGTGTT CTGGATGACC GGCAACTACG

e T e e I e e
1810 1820 1830 1840 1850 1860
GGCAGCACCC CGACAACACG TCCAACCCCA ACGCCTTGCC CGAGGTCACC GGCATCAACT
GGCAGCACCC CGACAACACG TCCAACCCCA ACGCCTTGCC CGAGGTCACC GGCATCAACT

GGCAGCACCC CGACAACACG TCCAACCCCA ACGCCTTGCC CGAGGTCACC GGCATCAACT



Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

Molde - Construcgao
scEPG1l - DNA
scEPG1l - cDNA

e e T e e I e e
1870 1880 1890 1900 1910 1920
ACAGCGACGT GTTCGCTGAG AACGTGACCA TGGCCGGCAG GATGGAGGGC ATCCCCAACG
ACAGCGACGT GTTCGCTGAG AACGTGACCA TGGCCGGCAG GATGGAGGGC ATCCCCAACG

ACAGCGACGT GTTCGCTGAG AACGTGACCA TGGCCGGCAG GATGGAGGGC ATCCCCAACG

e e T e e I e e |
1930 1940 1950 1960 1970 1980
ACCCCTACAC CGGGATCTGC ATATCCAACG TCACTGCCCG CCTCGCGCCG AACGCCCAGG
ACCCCTACAC CGGGATCTGC ATATCCAACG TCACTGCCCG CCTCGCGCCG AACGCCCAGG

ACCCCTACAC CGGGATCTGC ATATCCAACG TCACTGCCCG CCTCGCGCCG AACGCCCAGG

e T e e I e e |
1990 2000 2010 2020 2030 2040
AGCTGCAGTG GAACTGCACC AACGTCAAGG GGGTCACCTC CGACGTCTCG CCCAAGCCGT
AGCTGCAGTG GAACTGCACC AACGTCAAGG GGGTCACCTC CGACGTCTCG CCCAAGCCGT

AGCTGCAGTG GAACTGCACC AACGTCAAGG GGGTCACCTC CGACGTCTCG CCCAAGCCGT

e e T e e I e e |
2050 2060 2070 2080 2090 2100
GCCCAGAGCT CGGCGCGGAG GGCAAGCCGT GCGCCTTCCC GGTGGAAGAG CTCGTCATTG
GCCCAGAGCT CGGCGCGGAG GGCAAGCCGT GCGCCTTCCC GGTGGAAGAG CTCGTCATTG

GCCCAGAGCT CGGCGCGGAG GGCAAGCCGT GCGCCTTCCC GGTGGAAGAG CTCGTCATTG

e e e o e I I
2110 2120 2130 2140 2150 2160
GCCCACCGGA GCTGCCAAAG TGTAGCTACG GTCTAGAACA AAAACTCATC TCAGAAGAGG
GCCCACCGGA GCTGCCAAAG TGTAGCTACG GTCTAGAACA AAAACTCATC TCAGAAGAGG

GCCCACCGGA GCTGCCAAAG TGTAGCTACG GTCTAGAACA AAAACTCATC TCAGAAGAGG

e e e o e e I I
2170 2180 2190 2200 2210 2220
ATCTGAATAG CGCCGTCGAC CATCATCATC ATCATCATTG AGTTTGTAGC CTTAGACATG
ATCTGAATAG CGCCGTCGAC CATCATCATC ATCATCATTG AGTTTGTAGC CTTAGACATG

ATCTGAATAG CGCCGTCGAC CATCATCATC ATCATCATTG AGTTTGTAGC CTTAGACATG

e e e o e e I
2230 2240 2250 2260 2270 2280
ACTGTTCCTC AGTTCAAGTT GGGCACTTAC GAGAAGACCG GTCTTGCTAG ATTCTAATCA
ACTGTTCCTC AGTTCAAGTT GGGCACTTAC GAGAAGACCG GTCTTGCTAG -—-=-——————-—

ACTGTTCCTC AGTTCAAGTT GGGCACTTAC GAGAAGACCG GTCTTGCTAG ATTCTAATCA

e S e o e e I I
2290 2300 2310 2320 2330 2340
AGAGGATGTC AGAATGCCAT TTGCCTGAGA GATGCAGGCT TCATTTTTGA TACTTTTTTA



Apéndice C — Sequéncias obtidas do DNA gendmico e transcrito do clone P. pastoris + Vetor vazio

Sequenciamento - Vetor vazio

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

B T o e e e e S
790 800 810 820 830 840
ATATAAACAG AAGGAAGCTG CCCTGTCTTA AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT

ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA
—————————— —-—-—--GACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA
—————————— —-—-—-GACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA

B T o e e e e O
910 920 930 940 950 960
CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG ATGAGATTTC CTTCAATTTT
CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG ATGAGATTTC CTTCAATTTT

CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG ATGAGATTTC CTTCAATTTT

B S o e e e e S
970 980 990 1000 1010 1020
TACTGCTGTT TTATTCGCAG CATCCTCCGC ATTAGCTGCT CCAGTCAACA CTACAACAGA
TACTGCTGTT TTATTCGCAG CATCCTCCGC ATTAGCTGCT CCAGTCAACA CTACAACAGA

TACTGCTGTT TTATTCGCAG CATCCTCCGC ATTAGCTGCT CCAGTCAACA CTACAACAGA

B S o e e e e S
1030 1040 1050 1060 1070 1080
AGATGAAACG GCACAAATTC CGGCTGAAGC TGTCATCGGT TACTCAGATT TAGAAGGGGA
AGATGAAACG GCACAAATTC CGGCTGAAGC TGTCATCGGT TACTCAGATT TAGAAGGGGA

AGATGAAACG GCACAAATTC CGGCTGAAGC TGTCATCGGT TACTCAGATT TAGAAGGGGA

B S o e e e e S
1090 1100 1110 1120 1130 1140
TTTCGATGTT GCTGTTTTGC CATTTTCCAA CAGCACAAAT AACGGGTTAT TGTTTATAAA
TTTCGATGTT GCTGTTTTGC CATTTTCCAA CAGCACAAAT AACGGGTTAT TGTTTATAAA

TTTCGATGTT GCTGTTTTGC CATTTTCCAA CAGCACAAAT AACGGGTTAT TGTTTATAAA

R e .. ce .. .
1150 1160 1170 1180 1190 1200
TACTACTATT GCCAGCATTG CTGCTAAAGA AGAAGGGGTA TCTCTCGAGA AAAGAGAGGC
TACTACTATT GCCAGCATTG CTGCTAAAGA AGAAGGGGTA TCTCTCGAGA AAAGAGAGGC

TACTACTATT GCCAGCATTG CTGCTAAAGA AGAAGGGGTA TCTCTCGAGA AAAGAGAGGC

[ B I

e e e e I e I I e e
1210 1220 1230 1240 1250 1260
TGAAGCTGAA TTCACGTGGC CCAGCCGGCC GTCTCGGATC GGTACCTCGA GCCGCGGCGG
TGAAGCTGAA TTCACGTGGC CCAGCCGGCC GTCTCGGATC GGTACCTCGA GCCGCGGCGG

TGAAGCTGAA TTCACGTGGC CCAGCCGGCC GTCTCGGATC GGTACCTCGA GCCGCGGCGG

B S o e e e e e
1270 1280 1290 1300 1310 1320
CCGCCAGCTT TCTAGAACAA AAACTCATCT CAGAAGAGGA TCTGAATAGC GCCGTCGACC
CCGCCAGCTT TCTAGAACAA AAACTCATCT CAGAAGAGGA TCTGAATAGC GCCGTCGACC

CCGCCAGCTT TCTAGAACAA AAACTCATCT CAGAAGAGGA TCTGAATAGC GCCGTCGACC

B S o e e e e S
1330 1340 1350 1360 1370 1380
ATCATCATCA TCATCATTGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG
ATCATCATCA TCATCATTGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG

ATCATCATCA TCATCATTGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG



pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

pPICzaA - Mapa completo
Vetor Vazio - DNA
Vetor Vazio - cDNA

B e o e e e e L
1390 1400 1410 1420 1430 1440
GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT
GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT

GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT

1450 1460 1470 1480 1490 1500

TGCCTGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG
TGCC—mmm == — o m oo o m o e -
TGCC—mmm == —mm oo mm o e -



Apéndice D — Curvas padrao e equacoes

Curva padrdo — Proteinas (Bradford)

Curva padrdo Bradford [
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Curva padrdo — Acido galacturénico (DNS)
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Apéndice E — Otimizacao da inducao

scEPG1 - 28°C (180 RPM)

Vetor vazio - 28°C (180 RPM)

Indugdo (h) Amostral Amostra 2 Média Desvio Padrao Amostral Amostra 2 Média Desvio Padrao
24h 0,237942122 0,093247588 0,165594855 0,072347267 0,120042872 0,077170418 0,098606645 0,021436227
48h 1,272240086 0,693461951 0,982851018 0,289389068 0,130760986 0,028938907 0,079849946 0,05091104
72h 1,459807074 2,467309753 1,963558414 0,50375134 0,136120043 0,093247588 0,114683816 0,021436227
96h 1,958199357 2,922829582 2,440514469 0,482315113 0,200428725 0,125401929 0,162915327 0,037513398

120h 2,279742765 2,896034298 2,587888532 0,308145766 0,54340836 0,655948553 0,599678457 0,056270096
144h 2,038585209 2,692390139 2,365487674 0,326902465 0,538049303 0,077170418 0,307609861 0,230439443
| scEPG1- 30°C (250 RPM) Vetor vazio - 30°C (250 RPM)

Indugdo (h) Amostral Amostra 2 Média Desvio Padrao Amostral Amostra 2 Média Desvio Padrdo
24h 0,168274384 0,248660236 0,20846731 0,040192926 0,146838156 0,345123258 0,245980707 0,099142551
48h 0,538049303 0,232583065 0,385316184 0,152733119 0,420150054 0,03965702 0,229903537 0,190246517
72h 0,8113612 0,505894962 0,658628081 0,152733119 0,109324759 0,302250804 0,205787781 0,096463023
96h 1,309753483 0,484458735 0,897106109 0,412647374 0,52733119 0,339764202 0,433547696 0,093783494

120h 1,148981779 0,747052519 0,948017149 0,20096463 0,54340836 0,184351554 0,363879957 0,179528403
144h 1,41693462 0,361200429 0,889067524 0,527867095 0,40943194 0,205787781 0,307609861 0,101822079
Apéndice F — Valores brutos de variacio de temperatura e pH
Variagao de pH
scEPG1 Vetor vazio
Tampao Abs 1 Abs 2 Abs3 Média |[Desvio Padrdo| U/mL | % residual Abs 1 Abs 2 Abs3 Média |Desvio Padrdo| U/mL | % residual
4,0 0,149 0,145 0,136 0,143 0,007 0,037 31,617 0,122 0,060 0,027 0,070 0,048 0,021 11,278
5,0 0,677 | 0566 | 0,610 0,618 0,056 0,137 100,000 0,465 | 0312 | 0,350 0,376 0,080 0,08 | 60,817
6,0 0,199 0,206 0,185 0,197 0,011 0,048 78,398 0,020 0,010 0,012 0,014 0,005 0,010 2,266
7,0 0,099 0,100 0,095 0,098 0,003 0,027 42,060 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000
8,0 0,122 | 0124 | 0,110 0,119 0,008 0,032 50,930 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000
9,0 0,064 0,004 0,000 0,023 0,036 0,011 9,728 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000
Variagdo de temperatura

scEPG1 Vetor vazio

Temperatura| Abs1 Abs 2 Abs3 Média |Desvio Padrdo| U/mL | % residual Abs 1 Abs 2 Abs3 Média |Desvio Padrdo| U/mL | % residual
30°C 0,066 0,065 0,044 0,058 0,012 0,019 38,126 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000
35°C 0,126 0,140 0,110 0,125 0,015 0,033 81,917 0,028 0,029 0,046 0,034 0,010 0,014 22,484
45°C 0,158 0,098 0,202 0,153 0,052 0,039 99,978 0,022 0,045 0,065 0,044 0,022 0,016 28,815
50°C 0,133 0,066 0,109 0,103 0,034 0,028 67,102 0,059 0,010 0,052 0,040 0,027 0,015 26,413
55°C 0,116 0,081 0,102 0,100 0,018 0,028 65,142 0,013 0,039 0,048 0,033 0,018 0,014 21,829
60°C 0,099 0,099 0,098 0,099 0,001 0,027 64,488 0,017 0,001 0,000 0,006 0,010 0,008 3,929
65°C 0,099 0,045 0,078 0,074 0,027 0,022 48,366 0,043 0,003 0,007 0,018 0,022 0,010 11,570
70°C 0,011 0,035 0,014 0,020 0,013 0,011 13,072 0,029 0,043 0,000 0,024 0,022 0,012 15,717




