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RESUMO

Quimosina, é uma aspartil protease utilizada como coagulante do leite na industria de
fabricacdo de queijo. Tradicionalmente, a quimosina é extraida a partir do abomaso de
bezerro lactantes. Com o aumento da demanda desta enzima, as fabricas de queijos
foram buscar outras fontes alternativas de baixo custo, entre elas a quimosina
recombinante que surgiu como uma opc¢do promissora. Neste trabalho, os cDNA de
quimosina bovina e de camelo foram clonados em vetores de Pichia pastoris para a
expressdo constitutiva de elevado nivel, sob o controle do promotor enddgeno Ppgki. Os
vetores foram integrados no genoma da levedura para expressdo estavel. Apds
crescimento, os sobrenadantes foram recolhidos e ambas as proteinas recombinantes
foram purificadas num Unico passo de cromatografia com uma coluna de exclusdo
molecular (Sephacryl S-100) antes de caracterizacdo enzimatica. As quimosinas
recombinantes apresentaram uma massa molecular entre 35 e 45 kDa. Quimosina
bovina purificada exibiu uma atividade enzimdtica de cinco vezes superior a quimosina
de camelo nas mesmas condi¢cdes padrao. Ambas quimosinas apresentaram um pH
o6timo de aproximadamente 4,0 e a temperatura 6tima entre 55 e 60 °C. O efeito dos
ions sobre a atividade das proteinas também foi estudado: maior atividade com Ca*? foi
observado entre 40-140 mM e o ion Mg*? favoreceu um aumento da atividade
enzimatica de ~100% (bovina) e 66% (camelo), quando comparado com o ion Ca*2. Testes
de especificidade de substrato revelaram que ambas as enzimas mostraram uma maior
afinidade para k-caseina do que para a e B-caseina. Juntos, os resultados apresentados
neste trabalho mostram que a quimosina bovina produzida por P. pastoris é uma fonte

recombinante mais atraente do que a quimosina camelo para a fabricacdao de queijo.



ABSTRACT

Chymosin is an aspartic protease used as a milk coagulant in the cheese making industry.
Tradicionally, chymosin is extracted from the abomasum of suckling calves. With the
increasing demand for this enzyme, cheese manufactures seek other low cost alternative
sources, among them recombinant chymosin has emerged as a promising option. In this
work, bovine and camel chymosin cDNAs were cloned into a Pichia pastoris vectors for
high level constitutive expression under the control of endogenous Ppsk: promoter. The
vectors were integrated into the P. pastoris genome for stable expression. After growth,
supernatants were collected and both recombinant proteins were purified in a single
chromatographic step with an exclusion molecular column (Sephacryl S-100) prior to
enzyme characterization. Recombinant chymosins showed a molecular mass between
35 kDa and 45 kDa. Purified bovine chymosin showed an enzymatic activity five times
higher than camel chymosin under the same standard conditions. Both chymosins
showed optimum pH around 4.0 and optimum temperature between 55 and 60°C. The
effect of ions on protein activity was also studied: highest activity with Ca?* was observed
between 40-140 mM and Mg?* favored an increase of enzyme activity of ~ 100% (bovine)
and 66% (camel) when compared to Ca?*. Substrate specificity tests revealed that both
enzymes showed a higher affinity for k-casein over the a and B-casein counterparts.
Together, the results presented in this work show that bovine chymosin produced in P.
pastoris is a more attractive recombinant source than camel chymosin for cheese

manufacturing.

Vi



1 -INTRODUCAO

1.1 Quimosina

A quimosina (renina; EC 3.4.23.4) é uma aspartil protease gastrica extraida do
abomaso de bezerros lactentes, de importancia comercial na industria de fabricacdo de
queijos (LANGHOLM JENSEN et al., 2013; CHITPINITYOL et al., 1998; MOHANTY et al.,
1999). O papel desta enzima na digestdo do animal é o de coagular o leite ingerido,
produzindo uma massa pastosa, aumentando o tempo de permanéncia do leite no
animal, podendo ser degradadas pela acdo de outras enzimas proteoliticas (FOX et al.,
1997). O coalho de bezerro é constituido de 85-95% de quimosina e de 5-15% de pepsina
(USTUNOL et al., 1990).

Segundo a ABIQ (associac¢do brasileira das industrias de queijo), o consumo de
queijos no Brasil tem aumentado significativamente. Atualmente o consumo foi
calculado para 5 Kg de queijo por habitante/ano correspondendo a 1 milhdo de
toneladas para 200 milhGes de habitantes do Brasil. Segundo o instituto,
aproximadamente 1/3 da produgdo total de leite produzida no Brasil é destinado a
fabricacdo de queijos. Os queijos encontrados no Brasil sdo de leite de vaca (com maior
diversidade e consumo), queijos de leite de bufalo e de cabra, que estdo aos poucos
ganhando espaco.

O leite utilizado na fabricacdo de queijos em geral é pasteurizado (eleva-se a
temperatura de 70 a 80° C, durante 15 a 20 segundos) com o objetivo de eliminar a
presenca de micro-organismos (ABIQ, 2014). O leite pode ser tratado quimicamente por
adicdo de perdxido de hidrogénio para apenas reduzir os niveis bacterianos, sendo o
H>0. removido pela adi¢dao de catalase de figado ou de Micrococcus lysodeiktcus. Este
procedimento é aplicado para determinados queijos, e possui vantagens como a nao
eliminacdo de bactérias produtoras de acido latico, ndo inativando lipases e outras
enzimas do leite. A adicdo de lisozima é outra alternativa (BON et al., 2008a).

Na fabricacdo de queijos no Brasil, a primeira etapa ocorre pela coagulacdo das
proteinas do leite e subsequente precipitacio com cdlcio. S3o utilizados coalhos
(peptidase acida) para a coagulacdo do leite. Estas preparacbes enzimaticas sdo obtidas
a partir do abomasso de bezerros lactantes, ovelhas ou cabras desmamados ou a partir

de micro-organismos. O principal agente proteolitico encontrado nestes coalhos é a
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guimosina também chamada de renina. Dependendo do tipo de queijo, sdo
acrescentados além do coalho, fermento ou acido lactico, para possibilitar a coagulagao
do leite (ABIQ, 2014).

Dependendo de cada tipo de queijo, ocorrem diferentes processos de agitacao e
aquecimento da massa, que é entdo enformada em determinados moldes para seu
formato final. Depois de enformados, os queijos sdo prensados para expulsar o
excedente de soro e imersos em banho de salmoura antisséptica, responsavel pelo teor
de sal e pela formacgao de cascas que os protegem. No processo de maturac¢do, os queijos
passam por processos de secagem em camaras frias, e posteriormente direcionados a
camara de maturagdo, permanecendo em temperatura e teor de umidade adequadas
até o ponto ideal de cada qualidade de queijo. A maturacdo é muito importante na
definicdo da aparéncia, da textura e do sabor do queijo (ABIQ, 2014). Como é um
processo lento, existe o interesse em acelerar o processo com adicdo de enzimas
exdgenas, como lipases e peptidases, incluindo a utilizacdo de micro-organismos como
Streptococcus spp., em conjunto com Lactobacillus sp., dependendo do tipo de queijo
(BON et al., 2008a).

A maioria dos queijos duros sdo maturados por acdo de bactérias internas,
entretanto, nos queijos de variedades macias, emprega-se o crescimento de bactérias,
fungos e leveduras na superficie do queijo. As culturas de micro-organismos usados na
industria que contribuem para as caracteristicas fisicas e sabores dos queijos, porque
diversas enzimas sdo excretadas (BON et al., 2008a).

A quimosina possui um desempenho diferente quando comparada com outras
proteinas asparticas gastricas. Esta enzima apresenta uma baixa atividade proteolitica,
em contraste com outras proteases asparticas (por exemplo, pepsina), que exibem
especificidade ampla e digerem facilmente todas as proteinas no lumen gastrico
(GUSTCHINA et al., 1996).

A quimosina é secretada como um precursor inativo, a pré-pré-quimosina,
consistindo em uma simples cadeia de peptideos de 365 residuos de aminoacidos (Figura
1). Para a secre¢ao da quimosina através das membranas celulares se faz necessario uma
sequéncia sinal lider de 16 aminodcidos hidrofébicos. Esta sequéncia sinal sera removida
durante a via de secrecdo e, no estbmago, a enzima se apresentara na forma inativa

denominada pré-quimosina com uma massa molecular de 40777 Da. Em condicOes
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acidas no estdmago (pH <5) este precursor é entdo processado para quimosina ativa,
com a remogao destes 42 aminodacidos a partir da sua extremidade amino-terminal da
cadeia peptidica (BARKHOLT PEDERSEN et al., 1979; FOLTMANN et al., 1977). A
quimosina que sofreu ativagao autocatalitica € uma proteina com massa molecular de

35600 Da, contendo 323 aminoacidos (GILLILAND et al., 1990; NEWMAN et al., 1991).

Pre Pro Quimosina

A
\ 4
A
\ 4
A

»
>

-16 1 43 244 365 (Aminoacidos)
Asp (A) / Gly (B)

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura primaria da pré-pré-quimosina. Fonte: (ARAUJO, 2008).

Quanto a sua estrutura secunddria (Figura 2) a quimosina é constituida
principalmente por folhas B-pregueadas e poucos segmentos de a-hélice (MOHANTY et
al., 1999). Em sua estrutura terciaria a enzima adota uma forma bilobular, que consiste
nos dominios C-terminal e N-terminal, dividido por um profundo sulco onde esta
localizado o sitio ativo com a capacidade de agir na ligacdo peptidica Phe105-Met106
presente nas moléculas da k-caseina do leite, para formar para-k-caseina insollveis, que
finalmente leva a coagulacdo do leite (VALLEJO et al., 2008). As quimosinas exibem
especificidade de hidrdlise idénticas, removendo o C-terminal hidréfilo e
predominantemente carregado negativamente, que faz parte da camada externa das
micelas de k-caseina (FOX et al., 1998; MOLLER et al., 2012).

Um estudo mais detalhado da estrutura da quimosina bovina e de camelo relata
que as duas enzimas possuem dobramentos semelhantes, exceto que a quimosina
bovina possui uma cadeia adicional na parte N-terminal, o que proporciona uma maior
flexibilidade para quimosina de camelo. Ambas as enzimas possuem regides na
superficie carregadas positivamente, e a quimosina de camelo possui duas regides
adicionais, podendo favorecer a interacdo com o substrato. A quimosina de camelo
possui maior termoestabilidade, entretanto, quando possui glicosilagdo no residuo
Asn291, perto do sitio ativo sua atividade enzimatica pode reduzir significativamente

(LANGHOLM JENSEN et al., 2013).



(a) (b)

Figura 2. Estruturas da quimosina bovina (a) e de camelo (b). A estrutura de uma variante duplamente
glicosilada para (b) foi determinada a uma resolugdo de 1,6 A e para (a) n3o glicosilada em uma resolucdo
ligeiramente mais elevada (1,8 A). Os residuos do sitio ativo sd0 mostrados em vermelho e o residuo N-
terminal adicional estd mostrado em magenta. Os locais de glicosilagao verificados experimentalmente
estdo em amarelo e os ions cloreto em verdes. Fonte: (LANGHOLM JENSEN et al., 2013).

O leite bovino possui dois grupos marcadamente diferentes de proteinas, as
paracaseinas e as proteinas do soro de leite (ndo-caseinas). A caseina representa cerca
de 83% do nitrogénio total do leite bovino. E constituida por quatro principais proteinas:
alfa (a-S1 e a-S2), beta (B) e kapa (k), na proporg¢do de 40:10:35:12, respectivamente.
Todas as caseinas sdo fosforiladas. Por causa do alto teor de fosfato, a-S1, a-S2 e B-
caseina ligam-se fortemente ao Ca*? e precipitam, porém a k-caseina, que possui apenas
um residuo fosfato, n3o se liga fortemente ao Ca*? sendo soltvel em altas concentracdes
de Ca*2. Este ion também reage com a-S1 e a-S2, e B -caseina podendo estabilizar a
formacdo de agregados coloidais densos. A k-caseina tem a capacidade de formar
pequenos agregados em solucdo aquosa, por associacdo das partes hidrofdbicas das
moléculas, formando micelas. No leite, mais de 95% das caseinas existe naturalmente
como grandes particulas coloidais ou micelas (FOX, 1988; MOHANTY et al., 1999;
FARRELL et al., 1996).

O processo de coagulagdao ocorre em duas etapas. Primeiramente ocorre
clivagem da ligacao peptidica Phe105-Met106 da k-caseina pela quimosina, gerando dois
macropeptideos, a para-kappa-caseina (pk-CN), com N-terminal hidrofébico e outro

chamado de porgdo caseinomacropeptideo (CMP) com C-terminal hidrofilico. Esta
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regido C-terminal se projeta para a parte externa, proporcionando estabilizacdo
eletrostatica, auxiliando na suspensdo da proteina. Na segunda fase, ocorre a
coagulacdo, que é o processo de agregacdo (gelificacdo) de pk-CN através do ion Ca?*,
com a formagdao de uma rede tridimensional de gel, em temperaturas superiores a 20 °C
(FOX, 1988; CARLSON et al., 1987; TUINIER et al., 2002; MELLEMA et al., 2002).

Tradicionalmente a quimosina bovina utilizada como coagulante (coalho) é
obtida a partir do abomaso de bezerros lactentes (YOUSIF et al., 1996; KUMAR et al.,
2010). Diversos micro-organismos foram identificados como produtores de quimosinas,
tais como Mucor pusillus, M. meihei, Entothia parasitica, Aspergillus oryzae e Irpex lactis
(BEPPU, 1983; BELDARRAIN et al., 2000; SARDINAS, 1968; AIKAWA et al., 1990). Os
micro-organismos Bacillus subtilis, B. licheniformis e Myxococcus xanthus também foram
relatados como produtores de enzimas coagulantes, no entanto os niveis de enzimas
para coagulacdo especificas obtidas através destes micro-organismos sdo baixos,
resultando em baixos rendimentos e proporcionando em queijos com sabor amargo
(JIANG et al., 2012). Coagulantes derivados de plantas também sdo relatados, como
Moringa oleifera, Cynara scolymus, Ficus carica e Solanum dobium (PONTUAL et al.,
2012; JIANG et al., 12012; YOUSIF et al., 1996).

A FAO (Food and Agriculture Organization) previu uma severa queda no uso da
guimosina de bezerro nos anos 1960. Foi relatado que a alta demanda de carne poderia
fazer necessario o abatimento de bezerros de idade mais avancada, e como
consequéncia, poderia ocorrer reducao na producdo de quimosina, ja que guanto mais
jovem o animal, mais enzima é secretada (ARAUJO, 2008). Alguns motivos como custo
elevado do sacrificio de bezerros para obtencdo do coalho, desaprovacdo do abate
destes bezerros por alguns grupos religiosos e a alta demanda da carne, induziu aos
fabricantes de queijos procurarem alternativas de menor custo, e que garantissem a
qualidade dos queijos (CHITPINITYOL et al, 1998; USTUNOL et al., 1990).

A demanda de estdmagos de bezerro para extracdo do coalho por quimosina
animal, que da um sabor caracteristico ao queijo nativo, aumentou significativamente.
A quimosina recombinante surge como alternativa, pois pode substituir completamente
a enzima de origem animal, tendo sido utilizada para produzir uma variedade de queijos

com qualidade comparaveis aos feitos com coalho de vitelo (MOHANTY et al., 1999).



O gene da quimosina foi clonado com sucesso e expressado utilizando uma série
de vetores em diversos organismos hospedeiros. Em procariostos, Escherichia coli foi o
primeiro a ser utilizado para expressao de quimosina. Bacillus subtilis, Bacillus lactis e
Proteus mirabilis também foram relatados (CHITPINITYOL et al., 1998; MOHANTY et al.,
1999). Eucariotos como Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Aspergillus
spp., Yerrowia lipolytica, Trichoderma reesei e Pichia pastoris também s3ao descritos na
literatura como micro-organismos utilizados para expressar (MOHANTY et al., 1999;
CHITPINITYOL et al., 1998; UUSITALO et al., 1991; RAMEZANI et al., 2013, VALLEJO et al.,
2008; JIANG et al., 2012).

A quimosina recombinante expressa em bactérias ocorre em corpos de inclusao
intracelulares, que para recuperacdo da enzimas devem passar por um processo de
tratamento com uréia, e posterior didlise (MOHANTY et al., 1999). Este procedimento
pode aumentar o custo, apresentando desvantagem em comparag¢do a outros micro-
organismos, como Pichia pastoris, que possui capacidade de secretar proteinas
heterdlogas (CREGG et al., 2000).

A quimosina bovina constitui um ingrediente tradicional enzimatico para a
coagulacao do leite, proporcionando uma alta atividade de coagulagdo e baixa atividade
proteolitica (KAPPELER et al., 2006; MOLLER et al., 2012). Quimosina bovina
recombinante é mais utilizada na industria. Atualmente, novas fontes de quimosina
recombinante como a cabra, camelo, ou bufala, ja estdo disponiveis (VALLEJO et al.,
2012).

A quimosina de camelo foi expressa em Aspergillus por fermentacdo e
apresentou uma taxa de coagulacdo 70% superior a quimosina bovina (KAPPELER et al.,
2006). Um estudo comparando queijos cheddar obtidos pela quimosina bovina e de
camelo mostrou que os queijos obtidos a partir da quimosina de camelo apresentaram
um bom sabor, assim como para a quimosina bovina, entretanto niveis mais baixos de
protedlise primaria foram detectados para quimosina de camelo. A quimosina bovina
proporcionou uma textura mais suave, coesa e adesiva em comparacdo a quimosina de

camelo (BANSAL et al., 2009).



1.2 Pichia pastoris

A levedura Pichia pastoris, atualmente reclassificada como Komagataella
pastoris é amplamente utilizada para a expressdo de proteinas heterdlogas
demonstrando sucesso em fermentacdo de larga escala. A levedura Pichia pastoris
possui caracteristicas vantajosas, tais como: expressdo extracelular, facil manipulacdo
genética, forte preferéncia para crescimento aerdbico promovendo altas densidades
celulares e ainda faz modificacdes pds-traducionais, como processamento proteolitico,
dobramentos, formagdo de pontes dissulfeto, metilacdo e glicosilagdo (CREGG et al.,
2000). Além disso, P. pastoris possui o status GRAS (Generally Regarded As Safe)
reconhecido pela FDA (American Food and Drug Administration) (JIANG et al., 2012).

Para expressdo de proteinas heterdlogas em P. pastoris é essencial a escolha de
combinacbes de promotores/terminadores, marcas de sele¢do adequadas e vetores
para expressao intracelular ou extracelular, incluindo a sele¢do de sequéncia de sinais
para a secrecdo apropriada da proteina heteréloga (AHMAD et al., 2014).

Na expressao extracelular por P. pastoris, as proteinas da via de secre¢do sao
dirigidas por uma pequena sequéncia hidrofébica chamada de peptideo sinal, presente
na extremidade N-terminal das proteinas. Na auséncia do peptideo sinal, a expressao é
intracelular, ndo ocorrendo glicosilacdo. A maioria das proteinas secretadas por P.
pastoris sao glicosiladas no complexo de Golgi, com adicdo de pequenas cadeias de
carboidratos, semelhantes a mamiferos. Esta é uma vantagem desta levedura, pois pode
ser utilizada para producdo de algumas proteinas terapéuticas humanas, como
biofarmacos (BON et al., 2008b).

Em uma revisdo (RABERT et al., 2013), foram descritas diversas proteinas
recombinantes produzidas por P. pastoris. Dentre as enzimas relatadas estdo as enzimas
liticas tais como celulases, xilanases, proteases, lipases, amilases, fosfatases e peptinases
amplamente utilizado na pasta de papel, nas industrias téxtil, de detergentes, alimentos,
bebidas e industrias farmacéuticas. Outras também foram mencionadas: enzimas fitase,
proteinas da gelatina e nao gelificante, lacases e proteinas anticongelantes. Os
resultados mostram um aumento significativo na atividade especifica das enzimas
produzidas em comparag¢ao com organismos como E. coli, S. cerevisiae e H. polimorpha.
Este aspecto tem uma vantagem altamente relevante em relacdo ao rendimento de

produto na producdo industrial.



Diversos promotores estdo disponiveis atualmente para expressdao em Pichia
pastoris. Os promotores induziveis sao: AOX1, DAS, FLD1, ICL1, PHO89, THI11, ADH1,
ENO1 e GUT1. Os promotores constitutivos sao: GAP, TEF1, GCW14, G1, G6 e PGK1
(AHMAD et al., 2014).

No laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia (UnB), o
promotor do gene PGK1 de P. pastoris foi isolado por Almeida e colaboradores em 2005,
sendo relatado que este forte promotor constitutivo proporcionou elevada expressao
quando utilizado para dirigir a expressdao da a-amilase de Bacillus subtilis em trés
distintas fontes de carbono (glicose, seguido de glicerol e metanol). Novos vetores de
expressao estdo sendo desenvolvidos baseados nesse sistema (ARRUDA, 2008). Este
promotor foi selecionado para este trabalho para expressao constitutiva de quimosina
bovina e de camelo por Pichia pastoris. As vantagens de utilizar este sistema de
expressao constitutiva é que ndo necessita o uso de indutores para expressao no meio
no meio de cultura, ocorrendo transcricdo continua do gene de interesse (BOM et al.,

2008b; AHMAD et al., 2014).



2 — OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Comparar as quimosinas bovina e de camelo recombinantes produzidas por

Pichia pastoris através de expressao constitutiva.

2.2 Objetivos especificos
e Obter os vetores contendo os genes da quimosina bovina e de camelo sob o
controle do promotor constitutivo Ppgki.

e Produzir as quimosinas bovina e de camelo recombinantes através de expressao

constitutiva em P. pastoris.
e Purificar ambas as quimosinas recombinantes.

e Caracterizar bioquimicamente as quimosinas recombinantes.
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4 - MATERIAIS

4.1 Micro-organismos

Bactéria

Escherichia coli - linhagem XL10-Gold (Stratagene) Tet®A (mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F’ proAB
laclZAM15 Tn10 (Tet?) AmyR Cam?®].

Levedura

Pichia pastoris - linhagem X33 (Invitrogen EUA): his4::HIS4.

4.2 Vetores de expressao

pPICKaPRO — Foi desenvolvido no laboratério de Biotecnologia de Leveduras da
UnB por Batista (2012), originado a partir do vetor de expressdo comercial
pPICZaA (Invitrogen®). Este vetor foi utilizado para clonagem do gene da
guimosina bovina - CHYMb (Bos taurus). Possui o promotor constitutivo Ppsk1,
seguido de uma sequéncia de secre¢ao do fator a T12 (com cddons otimizados
para P. pastoris), e a marca dominante kan® (resisténcia a kanamicina/G418)
como marca de selecao para bactérias e leveduras, respectivamente.

pPGKA3PRO - Este vetor também foi desenvolvido no laboratério de
Biotecnologia de Leveduras da UnB por Arruda (2008). Foi utilizado para
clonagem do gene da quimosina de camelo (Camelus dromedarius). Possui o
promotor constitutivo Ppgk1, fator a T12 e marca de resisténcia zeocina para

bactéria e levedura.

4.3 Enzimas

Enzimas de restricao - Foram utilizadas as enzimas de restricao Xho |, Not |, Sac
I, Bgl ll, Hind 11l e BamH | (New England Biolabs), seguindo o protocolo de uso do
fabricante.

Enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs)

Hannilase® (Chr. Hansen) — quimosina recombinante produzida pelo fungo

Aspergillus niger var awamori sendo comercializada pela empresa Chr. Hansen.
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Esta enzima foi utilizada como controle positivo no teste de especificidade de q,

B e k caseinas.

e RNase A
RNase A (DNase free) - (Sigma) 10 mg/mL
Acetato de sédio pH 4,8 50 mM

Aquecido a 100 °C por 10 minutos

4.4 Marcadores de Massa Molecular
e Marcadores de DNA
o 1Kb Ladder (promega);
o DNA de fago A digerido com Eco Rl e Hind Il (A Eco/Hind) (Invitrogen).
o DNA de fago A digerido com Hind Il (A Hind) (Invitrogen).
o 2 log DNA Ladder (Uniscience)
e Marcadores de Massa Molecular para proteinas
o Marcador molecular de proteinas (Thermo scientific). Padrdes de massa
molecular: beta-galactosidase (116 kDa), soro albumina bovina (66,2
kDa), ovalbumina (45 kDa), lactato desidrogenase (35 kDa), REase Bsp98I
(25 kDa), beta-lactoglobulina (18,4 kDa), lisozima (14,4 kDa).

4.5 Kits
e Qiagen plasmid Max kit (Qiagen) —purificacdo de plasmideos em larga escala.
e QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) - purificacdo de fragmentos de DNA
extraidos de gel de agarose.

e QlAquick PCR purification (QIAGEN) - purificacdo de produtos de PCR.

4.6 Meios de cultura

Os meios e solugdes foram preparados com agua destilada e esterilizados em
autoclave por 20 minutos a 120 °C. Soluc¢des sensiveis ao calor foram esterilizadas por
filtragdo utilizando-se membranas de 0,2 um de diametro. Quando necessario foram
adicionados os devidos antibidticos nas seguintes concentragdes: zeocina: 25 pg/mL

para E. coli e 100 pg/mL para P. pastoris, kanamicina: 50 ug /mL para E. coli e G418: 0,5
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mg/mL para P. pastoris. As solu¢des foram agrupadas de acordo com a metodologia a

qual foram empregadas.

Meio de cultivo para bactéria

e LB (Luria-Bertani)

Extrato de levedura 0,5%
Peptona de caseina 1%
NaCl 1%

pH 7,2. Ao meio de cultura sélido foram adicionados 1,5% de agar bacteriolégico.

Meio de cultivo para leveduras

e BMGY

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona de caseina 2% (p/v)
Tampao fosfato de potdssio pH 6,0 100 mM
*YNB 1x

Biotina 4x10° % (v/v)
#Glicerol 2e4%(v/v)

*Solugdo YNB 10X (sem aminodcidos) - Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids (Difco)
3,4% (p/v) e 10% de sulfato de amonio (p/v). Esterilizagdo por filtragdo em
membrana Millipore (0,2 um).

#2% de glicerol para o crescimento dos pré indculos e 4% para obtenc¢io das enzimas.

e YPD

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

Ao meio sélido foram adicionados 2% (p/v) de agar bacterioldgico.

e YPG

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona de caseina 2% (p/v)
*Glicerol bruto 1e2%(p/v)
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*Screening: 1 % e curva de crescimento:

e YPDS

Extrato de levedura
Peptona de caseina
Glicose

Sorbitol

4.7 Antibioticos

e Kanamicina (50 pug/mL para E.coli)

2 %.

1% (p/v)
2% (p/v)
2% (p/v)
1M

Solugdo estoque Kanamicina (Sigma Aldrich) - 30 mg/mL dissolvida em agua Milli-Q.

Esterilizada por filtragao.

e G418 (0,5 mg/mL para P.pastoris)

Solucdo estoque G418 (Sigma Aldrich) - 50 mg/mL dissolvido em agua Milli-Q.

Esterilizada por filtragao.

e Zeocina (25 pug/mL para E.coli e 100 pug/mL para P. pastoris)

Solucdo estoque zeocina (Invitrogen) - 100 mg/mL. E obtida comercialmente em

solugao.

4.8 Solugdes para células competentes bacteriana

*CaCl2
#Glicerol

Esterilizac3o por *filtracdo e #autoclavac3o.

4.9 Solugdes para miniprep

e Solugao |

Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)

e Solugao ll

100 mM
50 % (v/v)

25 mM
10 mM
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NaOH 0,2M
SDS 1% (p/v)

Solucdo preparada no momento do uso.

e Solugaollll
Acetato de potassio 3M
Acido acético 2M

pH ajustado para 5,0.

4.10 Solugdes para eletroforese em gel de agarose

e Tampado Tris-acetato EDTA (TAE) 10x

Tris-acetato 2M
EDTA 0,05 M
pH 8,0

e Tampao de amostra para gel de agarose (10x)

TAE 20x 50 % (v/v)
Glicerol 30 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,25 % (p/v)

Dissolvidos em agua MilliQ.

e Brometo de Etideo

EtBr 10 mg/mL

4.11 Precipita¢ao de digestdes
NaAc 0,3 M
Ethanol 100% gelado 2,5v

4.12 Solugao para quantificagdo de proteinas

e Solucdo Bradford

Reagente corante 1x (BioRad) Ready to use
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4.13 Solugdes para precipitacdo de proteina
Acido tricloroacético - TCA 100% (p/v) (100 g de TCA para 45,4 mL de dgua
destilada) - estocar a 4 °C.

Acetona 100% - estocar a 4 °C

4.14 Analise de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE)

e Tampao de amostra (4X) para proteina

Tris-HCI 1M (pH 6,8) 200 mM
SDS 4 % (p/v)
B-Mercaptoetanol 4 % (v/v)
Glicerol 20 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

e Gel concentrador 4%

(volumes para 1 gel do Sistema BioRad — Mini-PROTEAN® Tetra System)

Agua destilada 2,75 mL
Acrilamida: Bis-acrilamida (29:1) 0,625 mL
Tris- HCI 0,5M pH 6,8 1,25 mL
SDS 10% (p/v) 50 pL
TEMED (Gibco BRL) 4L

Persulfato de Aménio - APS 10% (p/v) 37,5 uL
e Gel separador 10%
(volumes para 1 gel do Sistema BioRad — Mini-PROTEAN® Tetra System)

Agua destilada 3,63 mL
Acrilamida: Bis-acrilamida (29:1) 2,5mL
Tris- HCI 3 M pH 8,8 0,94 mL
SDS 10% (p/v) 75 pL
TEMED (Gibco BRL) 8 uL
APS 10% (p/v) 56,25 pL
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e Tampao de corrida - Tris-glicina 5x (estoque)

Trizma base 125 mM
Glicina 0,96 M
SDS 0,5 % (p/v)

e Solugao corante

Comassie brilliant blue G-250 0,1 % (p/v)
Sulfato de amoénio 10 %
Acido fosférico 2%
Metanol 20 % (v/v)

e Solugido descorante

Metanol 50 % (v/v)

Acido acético glacial 12 % (v/v)

4.15 SolugOes e meios para os testes de caracterizacdo enzimatica

Solugdo para ativagao enzimatica

HCI
NH3

1M
1M

Solugao de leite desnatado

Leite em pd desnatado (Molico®- Nestlé) 12%

CaClz 20 mM

Tampao fosfato de potassio pH 6,0 25 mM

Dissolver o leite em pd em agua e posteriormente acrescentar os demais

componentes.

e Tampdes para analise de pH 6timo (solugdo estoque)

pH 3: tampa&o citrato de sédio 0,5M
pH 4 a 5: tampao acetato de sddio 0,5M

pH 6 a 7: tampao fosfato de potdssio 1M



pH 8 a 9: tampao Tris-HCl 1M

Solugao estoque de ions

As solugdes de ions foram todas preparadas na concentracio de 0,5M. Os seguintes

reagentes foram utilizados

o MnCl,/ MgCl; / FeCl, / CoCl, / CuCl, / KCI / ZnCl; ;CaCl;

Teste de Especificidade para Substratos a, B e k- caseina de leite bovino (Sigma
Aldrich)
Solucdo estoque para uso: 1,5 mg de cada substrato dissolvido em 1 mL de 67 mM

de NaH;PO4 - pH 6,8
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5 - METODOS

5.1 Obtengao dos vetores de expressao constitutivos
5.1.1 Construgao do vetor pPICKCHYM (quimosina bovina)

Para a construcdo do vetor pPICKCHYM (Figura 5) o gene de quimosina bovina
(CHYMD) foi inserido no vetor pPICKaPRO (Figura 4). Inicialmente, o gene CHYMb foi
sintetizado comercialmente pela empresa Epoch Biolabs gerando o vetor pBSSK-CHYM
(ARAUJO, 2008).

O gene CHYMb foi liberado do vetor por uma digestdo com Xhol e Notl, as
mesmas usadas para o vetor pPICKaPRO, gerando extremidades coesivas
complementares em ambos, para posterior ligacdo com a enzima T4 DNA ligase,
originando o vetor pPICKCHYM (Figura 5).

Para transformacao de P. pastoris, o vetor foi linearizado com Sacl, sitio presente
no promotor do vetor, para dirigir a integracdo do cassete de expressdo no locus PGK1

nativo da levedura.

5.1.2 Obten¢ao do vetor pPGKA3CHYM (Quimosina de Camelo)

Este vetor foi desenvolvido pela empresa Epoch Biolabs, utilizando o vetor
pPGKA3PRO (Figura 7) para clonagem do gene da quimosina de camelo gerando o vetor
pPGKA3CHYM (Figura 8). O vetor foi linearizado com Sacl, para dirigir a integragao no

locus PGK1 nativo da levedura.

5.2 Digestao de DNA com enzimas de restri¢cao
As digestdes foram realizadas conforme instrucdes do fabricante das enzimas. O
tempo de incubacdo, os tampdes, as temperaturas de reacdo, as concentracdes de DNA

e enzima variaram de acordo com o material a ser digerido e o tipo da enzima.

5.3 Analise eletroforética de DNA

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para analise dos fragmentos de DNA
de acordo com SAMBROOK et al, 2001. O gel de agarose foi preparado na concentracao
de 0,8 % (p/v) em tampao de corrida TAE 1X. Também foi adicionado ao gel de agarose

brometo de etideo para concentragdo final de 0,5 pg/mL. O tamp3o de amostra das
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amostras de DNA foi diluido para a concentracdo final de 1X. As amostras de DNA e os
marcadores moleculares foram aplicados no gel e submetidos a eletroforese com a
corrente e voltagem adequadas (1-5 V/cm). Para visualizagdo dos fragmentos de DNA o

gel foi exposto a luz ultravioleta.

5.4 Purificagao e eluicdo de fragmentos de DNA

Apds digestdo dos plasmideos com as enzimas de restricdo requeridas, os
fragmentos de DNA contendo as sequéncias de interesse foram aplicados em gel de
agarose e submetidos a eletroforese. Os fragmentos de DNA contendo os fragmentos de
interesse foram recortados do gel com laminas de bisturi de ago carbono estéril (Wiltex
plus) e posteriormente purificados utilizando-se o kit QlAquick Gel Extraction, conforme

as especificacdes do fabricante.

5.5 Liga¢do de fragmentos de DNA (Vetor-Inserto)

Os sistemas de ligacdo foram realizados de modo que a razdo molar entre vetor
e inserto ficasse entre 1:3 e 1:10, com um volume total de 10 pL de reacdo. A enzima T4
DNA Ligase foi utilizada em concentracdo de 40 U/uL com seus respectivos tampdes de
reacdao conforme indica o fabricante. A reacdo ocorreu por aproximadamente 16 horas
a 16 °C. Os sistemas foram incubados a temperatura de -20 °C antes de serem utilizados

para transformacdo de bactérias.

5.6 Preparacdo de células bacterianas competentes para choque térmico

O preparo de células de E. coli competentes para choque térmico foi realizado
como descrito por COHEN et al., 1972, com algumas modifica¢cdes. A partir de uma placa
de Petri contendo meio LB sélido, uma colbnia isolada de E. coli XL10-Gold foram
incubadas em 5mL de meio LB, a 37°C sob agitacdo de 200 rpm durante a noite.
Posteriormente, 1 mL deste pré-indculo foi adicionado a 30 mL de meio LB e incubado a
37°C sob agitacdo de 200 rpm até atingir a ODeoonm de 0,2 a 0,3. As células foram
coletadas por centrifugacdo a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em
10 mL de solugdo 100 mM CaClz estéril e gelada. Em seguida, as células foram
submetidas a nova centrifugacdo sob as mesmas condicdes. Finalmente, as células foram

ressuspendidas em 2 mL de solugdao 100 mM CaCl, contendo 25 % de glicerol estéril.
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Aliquotas de 100 pL, foram distribuidas em eppendorfs de 1,5 mL sobre gelo seco/alcool.

As células foram estocadas a -80°C para posterior utilizagdo.

5.7 Transformagao de E. coli por choque térmico

Para cada sistema de ligacdo foi utilizada uma aliquota de célula competente.
(XL10-Gold) estocadas a -80 °C e foram descongeladas no gelo. Em seguida, adicionou-
se 10 uL do sistema de ligacdo as células, deixando as mesmas incubadas no gelo por 30
minutos. Posteriormente, as células foram submetidas ao choque térmico, incubando-
se a 42 °C por 90 segundos, e retornando ao gelo por 2 minutos. Em seguida foram
adicionados 800 pL de meio LB ao sistema que foi incubado a 37 °C por 60 minutos em
banho. O plagueamento das células foi feito em meio LB Agar com antibiético adequado
espalhando-se as células com pérolas de vidro estéreis. As placas foram incubadas a 37

°C por periodo aproximado de 16 h.

5.8 Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep)

Para a extracdo de plasmideos em pequena escala seguiu-se o método de
SAMBROOK et al., 2001, introduzindo algumas adaptacdes. Uma col6nia de bactéria
isolada foi incubada em 5 mL de meio LB contendo o antibidtico adequado e cultivada a
37 °C por 16-18 horas. As células foram coletadas através de centrifugacdao a 12.000 x g
por 2 minutos em temperatura ambiente, descartando-se o sobrenadante. O sedimento
foi ressuspendido em 200 L de solucdo |, e em seguida adicionou-se 360 uL de solugao
Il recém-preparada. A amostra foi homogeneizada por inversao suave do tubo. Depois
de incubagdo por 5 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados 300 uL de
solucdo Il gelada ao lisado, procedendo-se nova homogeneizacdo por inversao do tubo.
A amostra foi entdo incubada no gelo por 5 minutos e centrifugada a 12000 x g por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, sendo adicionados 750
UL de isopropanol. A solucdo foi homogeneizada por inversao e submetida a uma nova
centrifugacdo a 12000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 200 plL de solucdo TE. Foram entdo adicionados 110 pL
de acetato de aménio 7,5 M seguindo-se centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos (4

°C). O sobrenadante foi recuperado em um tubo novo sendo adicionados 750 plL de

21



etanol 100% gelado. A mistura foi centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente. O precipitado foi lavado (sem ressuspender) com 1 mL de etanol 70% gelado.
Apds secagem por exposicdo ao ar, o precipitado foi ressuspendido em 50 ulL de dgua e
RNAse A (20 pug/mL) e incubada a 37 °C por uma hora. O DNA plasmidial foi estocado a -

20 °C até o uso.

5.9 Extracdao de DNA plasmidial em larga escala (max-prep)

Para obtencdo de DNA plasmidial em larga escala foi utilizado o kit Qiagen
Plasmid Max (Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante. Este método permite a
obtencdo de grandes concentragées de DNA plasmidial para transformacdo em P.

pastoris.

5.10 Transformacgao de P. pastoris por eletroporacao

A levedura foi transformada por eletroporagdo segundo o protocolo descrito no
EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen, EUA) com algumas modificacdes. Uma
colbnia da levedura P. pastoris crescida em meio YPD &gar, foi inoculada em 12,5 mL de
meio YPD e crescidas em um Erlenmeyer com capacidade de 125 mL. O pré indculo foi
incubado por 24 horas a 28 °C sob agitacdo (200 rpm). Posteriormente, foi medido a
ODeoo e calculado o volume a ser utilizado para o indculo levando em considerac¢ao o
tempo de geracdo de 2 horas. O volume de células suficiente para atingir a ODgoonm de
1,3 no horario programado foi adicionado a 100 mL de meio YPD em frasco Erlenmeyer
de 1 L, retornando a incubacdo nas mesmas condi¢des anteriores. Quando o indculo
atingiu o crescimento esperado (ODsoo ~1,3 -1,5), fez-se uma incubacgdo no gelo por 15
minutos para cessar o crescimento. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1500 x
g por 5 min a 4 °C e ressuspendidas em 100 mL de dgua estéril gelada (4 °C). As células
foram centrifugadas como anteriormente. Este processo de lavagem foi repetido duas
vezes. Posteriormente o pellet foi ressuspendido em 50 mL de agua estéril gelada e
centrifugado como anteriormente. As células foram ressuspendidas novamente em 10
mL de sorbitol estéril 1M gelado. Apds centrifugacdo, as células foram ressuspendidas
em sorbitol 1M gelado para um volume final que ndo ultrapassasse 800 pL, e mantidas

no gelo. Para a eletroporacao, 200 pL das células foram misturadas com 5-10 pug do DNA
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plasmidial (previamente linearizado) e 320 L de sorbitol 1M gelado, e entdo transferidas
para uma cubeta de eletroporagdo de 0,2 cm gelada. As células foram eletroporadas nas
seguintes condi¢des para o eletroporador da BioRad: 1,500 V, 25 uF e 400 Q. O tempo
de eletroporacdo foi de aproximadamente 10 ms. Imediatamente apds o choque, foi
adicionado 1 mL de sorbitol 1M gelado na cubeta. O conteudo foi transferido para um
tubo de 1,5 mL estéril e incubado a 28 °C por duas horas. As células do sistema de
transformacdo foram plagueadas no volume de 100, 200, 300 pL e pellet em YPDS
contendo o antibiético adequado. As placas foram incubadas por 4 dias, periodo
necessario para visualizar o aparecimento das col6nias. Algumas col6nias escolhidas
aleatoriamente foram repicadas em uma nova placa de meio YPD com antibiético
adequado, contendo uma grade numérica para numeracdo e controle dos clones. A
partir desta placa, foram selecionados clones para realizar um screening através do teste
de atividade enzimatica. Foi selecionado um clone de cada transformagao. O controle

negativo utilizado foi o vetor vazio sem o gene de quimosina (bovina e de camelo).

5.11 Produgao de quimosina recombinante bovina e de camelo por Pichia pastoris
Uma col6nia isolada do clone da quimosina bovina, quimosina de camelo e
controle negativo (pPICKaPRO) crescidas em meio YPD agar com os respectivos
antibidticos, foram inoculadas em 12,5 mL de meio BMGY em Erlenmeyer de capacidade
de 12,5 mL a 28 °C e agitacdo de 200 rpm. Os pré-indculos foram crescidos por um
periodo de 20 horas. A ODenoinicial foi analisada por absorbancia (600 nm) e calculou-se
o volume correspondente para uma ODeoo de 0,3 em 100 mL de meio BMGY. Este volume
foi adicionado em Erlenmeyer aletados com capacidade de 1 L e retornadas para
agitacdo. O teste foi feito em quintuplicata bioldgica. A cada 24h foram retirados
aproximadamente 3 mL de cada cultura, analisado o crescimento celular (ODsoo), €
centrifugado (5 minutos a 5.000 rpm) para separac¢ao das células. O sobrenadante foi
armazenado a -20 °C para posterior andlise (item 4.12 e 4.13). Os volumes
correspondentes ao tempo de 96 horas (aproximadamente 450 mL) de cada
quintuplicata foram centrifugados para separacdo das células (5.000 rpm por 10
minutos) e o sobrenadante de cada quimosina foi utilizado para o processo de

purificacdo.
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5.12 Determinagdo de atividade enzimatica da quimosina

O teste de atividade coagulante quimosina foi baseado no médoto de EMTAGE
et.al., 1983, com algumas modificacdes. As amostras enzimaticas foram acidificadas com
HCl 1M para um pH 2,20 e incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos.
Posteriormente o pH foi ajustado para 6,3 com NaOH 1M.

As amostras enzimaticas dos sobrenadantes foram analisadas em solugado de leite
desnatado (12% p/v) Molico®, 20 mM CaCl,, 25 mM tampao fosfato de potassio - pH
6.3). Foram adicionadas 100 uL da amostra enzimatica ativada e nao ativada em 400 pL
de solucao de leite pré aquecida a 37 °C. Quando o volume da amostra enzimatica foi
menor que 100 uL, o volume foi completado com agua destilada. Verificou-se o tempo
necessario para o aparecimento dos primeiros sinais de coagulo nas paredes do tubo
eppendorf (1,5 mL) por inversdo dos mesmos. Controles foram feitos utilizando agua
destilada no lugar da amostra enzimatica. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como
a quantidade minima de enzima necessaria para coagular o leite em 5 minutos, nas

mesmas condicdes.

5.13 Quantificagdo de proteinas

A quantificagdo de proteinas totais das amostras do item 4.11 foi determinada
em triplicata pelo método colorimétrico de BRADFORD, 1976, com o reagente Quick
Start™ Bradford 1x Dye Reagent (Ready to use - BioRad). A curva padrao foi construida
utilizando-se soro albumina bovina (BSA) como proteina padrdo nas concentragdes: 10,
25, 60, 75 e 100 pg/mL.

A quantificacdo das proteinas purificadas foi determinada por absorbancia a 280
nm, utilizando-se um coeficiente de extin¢do de 55155 e 52175 M cm™ para quimosina
bovina e de camelo, respectivamente. Os coeficientes de extin¢do das proteinas foram
obtidos através do portal: ExPASy SIB Bioinformatics Resourse Portal. Todos os ensaios

foram feitos em triplicata.

5.14 Precipita¢io de Proteinas com Acido Tricloro Acético (TCA)
Para cada 1 mL dos sobrenadantes coletados das fermentacbes foram

adicionados 250 pL de TCA 100 %. O tubo contendo a mistura foi incubado a 4 °C durante
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a noite e depois centrifugado a 12.000 rpm por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado resultante foi lavado com 1 mL de acetona (100%) gelada e
novamente centrifugado nas condi¢Ges anteriormente descritas, porém durante 15
minutos. Este procedimento foi realizado duas vezes. O precipitado foi seco a
temperatura ambiente por 10 a 15 minutos e ressuspendido em 50 pL de tampao de
amostra 2X. No caso das amostras com o pH acido (amostra com coloragdo amarela)
acrescentou-se 2 plL de tampdo acetato de sédio 3 M pH 6,0 para correcao do valor do

pH. As amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE para analise do perfil proteico.

5.15 Analise Proteica em Gel de Poliacrilamida em Condigdes Desnaturantes (SDS-
PAGE)

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel de poliacrilamida desnaturante
conforme a descricdo de LAEMMLI (1970) em um sistema de eletroforese (Bio-Rad). As
amostras foram fervidas a 100 °C por 5 minutos em banho seco antes da aplicagao no
gel para desnaturacdo das proteinas. A corrida foi conduzida em tampao de corrida 1X
com uma voltagem constante de 100 V. Os padrdes de massa molecular utilizados foram:
beta-galactosidase (116 kDa), soro albumina bovina (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa),
lactato desidrogenase (35 kDa), REase Bsp98I (25 kDa), beta-lactoglobulina (18,4 kDa),

lisozima (14,4 kDa), marcador molecular Thermo Scientific.

5.16 Coloragao com Coomassie Brilliant Blue Coloidal

Apds a corrida eletroforética os geis foram incubados na solucdo corante
[Comassie brilliant blue G-250] por, no minimo 12 horas com agitacdo lenta. Apds
lavagens sucessivas com solucdo descorante, observou-se a visualiza¢cdo das bandas de

proteinas (NEUHOFF et al., 1988).

5.17 Purificagao enzimatica

O sobrenadante contendo as amostras enzimaticas foram concentrados
(aproximadamente 10X) e dialisados por filtracdo tangencial (equipamento QuixStand™
Benchtop System-GE) com um fluxo de 60 rpm, pressdo de aproximadamente 13 psi e
poder de retencdo para moléculas com massa molecular superior 3.000 Da. A didlise foi

feita com a adicdo de 10 vezes o volume de dgua em relacdo ao volume inicial da amostra
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enzimatica concentrada. Foi repetido o processo por 3 vezes. As amostras enzimaticas
dialisadas foram liofilizadas, ressuspendidas em dgua destilada e adicionadas em coluna
de gel filtracdo Sephacryl S-100 HR (1,6 cm x 60 cm) Sigma Aldrich, previamente
equilibrada com 50 mM de tampao fosfato pH 6,0. A eluigcao foi realizadaa com um fluxo
continuo de 20 mL/h. Fra¢gdes de 3 mL foram coletadas e a concentragdo de proteina
foram analisadas por absorbancia (280 nm). As fragdes correspondendo aos picos foram
selecionadas para realizar o teste de atividade enzimatica (item 5.12 - sem utilizar o
procedimento de ativagdo), as fragdes que apresentaram atividade enzimdtica foram
precipitadas com TCA e analisadas o perfil de purificacdo em gel de poliacrilamida (item
5.15 e 5.14). A concentragdo das proteinas purificadas foi determinada de acordo com o
item 5.13. As fracbes de cada quimosina que demonstraram ter um melhor perfil de

purificacdo foram reunidas para serem utilizadas na caracterizacdo enzimatica.

5.18 Caracteriza¢ao enzimatica
5.18.1 Determinagao de pH 6timo

O pH 6timo para cada quimosina foi testado utilizando-se sistemas tamponantes
gue variaram os valores de pH entre 3 a 9. As enzimas foram incubadas em solucdo de
leite com diferentes tampdes, para uma concentracao final de 25 mM, como no teste
padrdo. Os tampdes usados foram: 0,5 M citrato de sddio (pH 3), 0,5 M acetato de sédio
(pH 4-5), 1 M fosfato de sddio (pH 6-7) e 1M Tris-HCI (pH 8-9). O teste foi feito a 37 °C,
seguindo a metodologia do ensaio enzimatico (item 5.12 — sem utilizar o procedimento

de ativacdo) descrito anteriormente.

5.18.2 Determinagdo de Temperatura Otima

O efeito de diferentes temperaturas na atividade das quimosinas foi avaliado. Um
volume de quimosina (bovina e de camelo) foi adicionado em uma solugao de leite nas
mesmas condi¢cdes do ensaio enzimatico (item 5.12 - sem utilizar o procedimento de

ativacdo) e, posteriormente incubadas em temperaturas que variaram de 10 a 70 °C.
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5.18.3 Efeito de Ca*? e outros ions

A influéncia de Ca*? foi determinada utilizando-se diferentes concentrac¢des do
mesmo na solucdo de leite (0-240 mM). O efeito de diversos ions também foi avaliado,
tais como Mn*2, Mg*?, Fe*?, Co*?, Cu*?, K* e Zn*2. A concentracio deste ions na solucdo
de leite foi de 20 mM, como no teste padrdo. O teste de atividade enzimatica foi
realizado como descrito no item 5.12 (sem utilizar o procedimento de ativa¢do), exceto
na anélise de Ca*2, onde foram utilizadas diferentes concentracdes do mesmo. No ensaio

com os diferentes ions a concentragao foi fixada em 20 mM.

5.18.4 Ensaio de especificidade das quimosinas para a, B e k caseinas.

Para determinar a especificidade das quimosinas bovina e de camelo em relacado
a capacidade de hidrolisar substratos contendo ligacdes dos tipos a, B e k caseinas foram
feitos os seguintes ensaios de acordo com Jiang e colaboradores (2012), com algumas
modificagdes. As caseinas foram dissolvidas em 67 mM tampdo fosfato de sddio
(NaH2POa4) pH 6,8 para uma concentracao final de 1,5 mg/mL. Cada reacao foi composta
de 40 plL da solucdo de cada caseina, e 10 yL da amostra de quimosina recombinante
purificada (aproximadamente 100 ug de cada quimosina). Para o controle negativo foi
utilizado dgua Milli-Q no lugar das quimosinas, e no controle positivo utilizou-se a
Hannilase® nas mesmas condi¢Ges. As reacdes foram incubadas por 90 minutos a 37 °C
e foram adicionados 13 uL de tampdo de amostra 4x. Aplicou-se no no gel de

poliacrilamida 20 plL da rea¢do total para posterior analise.
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6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao dos vetores de expressao constitutivo de quimosina bovina e de camelo.

Foram utilizados vetores de expressao constitutiva, optando-se pelo promotor do
gene da 3-fosfoglicerato quinase (Pegk1). Este promotor foi isolado por Almeida e
colaboradores (2005) no laboratério de biologia molecular (UnB), e os resultados obtidos
com este promotor mostraram uma eficiente expressao de a-amilase de Bacillus subtilis.
Recentemente um estudo com diferentes tamanhos do promotor Ppek1 foi realizado. Os
resultados obtidos com a expressdo da a-amilase truncada (amyE) mostram que o
tamanho do promotor nao interfere na produgao enzimatica (comunicagdo pessoal
ARRUDA, 2008).

O genes da quimosina bovina e camelo foram desenhados com substituicdo de
cdédons nativos por cédons otimizados para P. pastoris. Araudjo (2008), descreve a
metodologia para obtencdo do gene da quimosina bovina (CHYMb) para expressao em
P. pastoris.

Para expressdo de quimosina foram utilizados os vetores pPICKCHYM e o vetor
pPGKA3CHYM que contém o gene de quimosina bovina e de camelo otimizados para P.
pastoris. A quimosina de camelo foi escolhida para realizar um estudo comparativo com
a bovina, ja que resultados recentes mencionados na literatura mostraram
caracteristicas superiores da quimosina de camelo em relagdo a bovina (KAPPELER et al.,
2006).

Os respectivos vetores foram linearizados com Sacl, direcionando a integra¢ao no
locus PGK1 de P. pastoris. Depois que ocorre a integracao do cassete de expressdo em P.

pastoris, o promotor nativo do gene PGK1 é restaurado.

6.1.1 Construgdo do vetor de expressao pPICKCHYM (Quimosina Bovina)

O vetor pPICKCHYM (Figura 5) foi construido a partir da insercdo do gene
otimizado da quimosina (CHYMb) sob controle do promotor constitutivo Ppsk1 no vetor
pPICKaPRO (Figura 4). Apds transformacao em E. coli, foi feito uma mini extracdo de DNA
plasmidial (miniprep) de 4 clones transformantes. As amostras de DNA plasmidial foram
submetidas a digestdo com enzimas de restricdo para confirmacao da insercao do gene

da quimosina. As enzimas de restricdo Xhol e Notl foram utilizadas, pois as mesmas
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clivam sitios especificos que possibilitam a liberacdo do fragmento contendo o gene da
quimosina (1123 pb). Para todos os clones foram confirmados a clonagem, sendo uma
banda correspondente ao gene (1123 pb) e a outra refere-se ao restante do vetor (3604

pb). As flechas indicam as respectivas bandas referentes ao clone selecionado (Figura 6).
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Figura 4. Mapa fisico do vetor pPICKaPRO. Figura 5. Mapa fisico do vetor pPICKCHYM.
Os sitios Xhol e Notl foram utilizados para Os sitios Bglll e Sacl linearizam o vetor.
clonagem.
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Figura 6. Andlise de restricdo do vetor pPICKCHYM: Gel de agarose (0,8%) das digestGes com Xhol e Notl
da mini prep de 4 clones para confirmagdo da inser¢ao do gene da quimosina bovina. As enzimas clivam

as extremidades do gene da quimosina. I: DNA plasmidial intacto (sem digestdo). D: DNA plasmidial

digerido. M: marcador AEco/Hind.
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6.1.2 Obtencao do vetor de expressdao pPGKA3CHYM (Quimosina de Camelo)

O vetor pPGKA3CHYM (Figura 8) foi construido a partir da inser¢ao do gene da
quimosina sintetizado no vetor pPGKA3PRO (Figura 7).

Apds a construcao do vetor pPGKA3CHYM pela empresa Epoch Biolabs, este
plasmideo foi transformado em E. coli para realizacdo de uma extracdo de DNA
plasmidial em grande quantidade (Maxprep) de um clone transformante selecionado.
Este foi linearizado com Sacl (4140 pb) (Figura 9) para posteriormente ser usado na

transformacdo de P. pastoris, direcionando a integra¢dao no locus PGK1 da levedura.
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Figura 7. Mapa fisico do vetor pPGKA3PRO. Figura 8. Mapa fisico do vetor
Os sitios Xhol e Notl foram utilizados para pPGKA3PROCHYM. O sitio Sacl lineariza o
clonagem do gene de interesse. vetor.

4.140 pb

Figura 9. Andlise de restricio do vetor pPGKA3CHYM. Gel de agarose (0,8%) da digestdo de DNA
plasmidial com Sacl. M: Marcador molecular: 2 log. I: DNA intacto. D: DNA digerido. A seta indica o vetor

linearizado com Sacl.
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6.2 Producao de quimosina recombinante bovina e de camelo em P. pastoris

Para obtengao da enzima quimosina bovina e de camelo, os clones 24 (quimosina
bovina) e 15 (quimosina de camelo) selecionados a partir de um screening (item 5.10)
foram crescidos por 96 h em frascos tipo Erlenmeyer aletados de capacidade de 1L
contendo 100 mL de meio BMGY (4% de glicerol inicial). O controle negativo (clone C-)
também foi crescido, nas mesmas condi¢Ges. Foi realizada uma suplementagao de
glicerol como fonte de carbono (2%) nos tempo 48 e 72 horas. O crescimento celular
(ODe0o) dos clones foi semelhante apresentando o mesmo perfil de crescimento (Figura

10).
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Figura 10. Curva de crescimento celular de P. pastoris. Clone 24 (quimosina bovina 4), clone 15
(quimosina de camelo M) e controle negativo C- (A ). Teste em quintuplicata bioldgica. O desvio padriao

foi calculado e inserido no grafico.

O teste de atividade enzimatica foi realizado para as enzimas quimosina bovina e
de camelo presentes no sobrenadante. A ativacdo enzimatica por
neutralizacdo/acidificacdo foi feita para fins comparativos. Conforme as Figuras 11 (A, B),
os resultados mostram que este processo de ativacdo pode reduzir em até 50% a
atividade enzimatica, nas condi¢des padrdes do teste, como foi o caso da quimosina de
camelo. Para a quimosina bovina a reducdo na atividade enzimatica foi de 30%. Este
procedimento também foi aplicado para o sobrenadante do controle negativo, ndo
sendo detectada atividade enzimatica tanto para o sobrenadante ativado como o ndo
ativado. Sendo assim, nos demais testes deste trabalho esta etapa de ativacado

enzimatica foi eliminada.
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Em 2008, Araujo expressou quimosina bovina (CHYMb) em P. pastoris e relatou
em seu trabalho, que ndo foi necessario realizar a etapa de ativagdo enzimatica antes do
ensaio do teste de atividade coagulante, pois depois de 72 horas, praticamente toda a
enzima do sobrenadante estava na forma ativa quando observada em gel SDS-PAGE
(massa molecular de aproximadamente 36 kDa). Esta auto-ativagdo, conforme o autor
sugere, pode estar relacionado com a queda do valor de pH, que ocorre ao decorrer do
tempo no cultivo celular, ativando assim a enzima naturalmente. O autor ainda nao
descarta a clivagem da pré-quimosina por uma protease secretada de P. pastoris. Em
1999, Espinosa e colaboradores também relataram este fato ocorrido, quando
expressaram esta quimosina em P. pastoris.

Em relagdo a comparagao da atividade enzimatica entre as quimosinas bovina e
de camelo (Figura 11B), os resultados mostraram que a atividade enzimdtica para
quimosina bovina foi superior em até quase trés vezes em relacdo a quimosina de

camelo. O tempo utilizado para comparacao da producao das duas quimosinas foi de 96
h.
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Figura 11. Atividade enzimatica de quimosina em sobrenadante produzidas por clones de P. pastoris
coletadas em diferentes tempos. Clones 24 (chym bovina 4), 15 (chym camelo M) e controle negativo C-
(A). A: teste com ativagdo enzimatica; B: teste sem ativacdo enzimatica. O desvio padrdo foi calculado e

inserido nos graficos. Teste em triplicata técnica.

De acordo com Kappeler e colaboradores (2006), as quimosinas bovina e de
camelo apresentam uma elevada identidade de sequéncia de nucleotideos (87%).
Possuem especificidades idénticas, clivando a ligacdo Phe105-Met106 da k-caseina para

produzir para-k-caseina e caseinomacropeptideo (MOLLER et al., 2012).
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A quimosina bovina é relatada na literatura como a mais utilizada na industria,
tendo vantagens por apresentar uma forte capacidade de coagulagdo e baixa atividade
proteolitica (MOLLER et al., 2012); (VALLEJO, et al., 2012).

Kappeler e colaboradores (2006) analisaram a atividade enzimatica da quimosina
bovina e de camelo, expressas em Aspergillus niger. Os resultados obtidos mostraram
que a quimosina de camelo exibiu uma atividade de 70% superior a quimosina bovina.

Em 2012, Moller e colaboradores realizaram um estudo comparativo para as
ambas quimosinas e os resultados mostraram que a quimosina de camelo apresentou
uma eficiéncia catalitica (kcat/Km) superior em 15% em relacdo a quimosina bovina
porém. Uma regido na quimosina de camelo com cargas negativas foi identificada e,
segundo o autor, pode reduzir a afinidade da enzima ao substrato ou acelerar a
dissociacdo enzima-substrato, em comparacdo a quimosina bovina. Tal relato pode
corroborar com os resultados obtidos nesse trabalho, pois, embora alguns autores
tenham relatado uma atividade superior da quimosina de camelo, os resultados obtidos
mostraram o contrdrio, onde a quimosina bovina apresentou uma atividade enzimdtica

bastante superior a de camelo.

6.3 Purificacdo das Quimosinas Bovina e de Camelo

Os sobrenadantes do crescimento do tempo de 96 horas dos clones 24 (chym
bovina) e 15 (chym camelo) foram previamente centrifugados, concentrados, dialisados
por filtracdo tangencial (equipamento QuixStand™ Benchtop System-GE) e
posteriormente liofilizados. As amostras liofilizadas foram submetidas a cromatografia
em coluna de gel filtracdo (Sephacryl S-100) previamente equilibrada com tampao
fosfato de potassio 50 mM pH 6,0. Nas Figuras 12A e 12B sdao mostrados os perfis de
atividade enzimatica (sem ativacdo) e da concentracdo de proteinas totais de cada
fracao. A eluicdo com tampao fosfato das amostras enzimaticas resultou em alguns picos
de proteinas totais. A atividade enzimatica para quimosina bovina foi observada nas
fracOes entre 23 a 30 (pico I) (Figura 12A). Para a quimosina de camelo foram observadas
atividades enzimaticas em dois picos: fracbes 19 a 24 (pico 1) e 40 a 42 (pico Il) (Figura
12B). O segundo pico desta ultima foi selecionado por apresentar um perfil de

purificacdo melhor em SDS-PAGE (Figura 13).
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Figura 12. Perfil cromatografico e atividade enzimatica de fragGes eluidas através de coluna Sephacryl S-
100 a partir de sobrenadantes concentrados produzidos por P. pastoris. A: quimosina bovina, B: quimosina

de camelo. Em preto o perfil de proteinas totais de cada fracdo e em vermelho a atividade enzimatica.

Pode-se observar os perfis de purificagdo das duas quimosinas, bovina e de
camelo nas Figuras 13A e 13B. Aparentemente ocorreu uma melhor purificacdo da
guimosina bovina quando comparada com a de camelo, embora algumas bandas do
extrato bruto desta ultima tenham sido eliminadas no processo de purifica¢do.

O processo cromatografico utilizado para purificar as duas proteinas nesse
trabalho mostrou-se eficiente, pois foram eliminadas algumas proteinas presentes no
extrato bruto, descartando-se, inicialmente a possibilidade de uma segunda etapa de
purificagdo. Em 2008, Araujo expressou quimosina bovina (CHYMb) em P. pastoris e
também conseguiu um bom grau de purificacdo na primeira etapa, utilizando a mesma
resina deste trabalho. A quimosina de Mucor pusillus expressa em P. pastoris também
foi purificada em uma Unica etapa em coluna Fast Flow Q- Sepharose de troca i0Gnica
(BELDARRAIN et al., 2000). J& em outros trabalhos, foram necessarios pelo menos duas
etapas de purificagcdo para a quimosina bovina (ZHANG et al., 1997; TICHY et al., 1993;
EMTAGE et al., 1983; MOSCHOPQULOU et al., 2006). A quimosina de camelo até o
momento foi purificada utilizando somente cromatografia de afinidade (MIMO1300
matrix), em uma Unica etapa de purificacao (KAPPELER et al., 2006).

As massas moleculares aparente das duas quimosinas secretadas foram
verificadas em SDS-PAGE e os valores obtidos estdo na faixa entre 35 e 45 kDa (Figuras
13A e 13B). Ndo obstante, os valores estdo de acordo com os mencionados na literatura
para ambas quimosinas (KAPPELER, et al. 2006; ZHANG et al., 2009; JIANG et al., 2012;
ARAUJO, 2008).
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Nas Figuras 13A e 13B podemos observar uma banda que sugere a forma
gicosilada da enzima. De acordo com a Figura 13B, a forma glicosilada da quimosina de
camelo esta em maior destaque, porém na quimosina bovina também é possivel de se
observar uma banda correspondente a forma glicosilada(13A).

As estruturas de quimosina bovina e de camelo foram comparadas recentemente
(LANGHOLM JENSEN et al., 2013). Foram obtidas diferentes fragdes das quimosinas
através coluna de interacdo hidrofébica, sendo observado que a enzima quimosina
bovina possui um sitio de glicosilagdo (Asn291) enquanto que a quimosina de camelo
pode possuir um ou diferentes graus de glicosilacdo (Asn291 e Asn100). Foi observado
que fragOes obtidas da quimosina de camelo com duplo sitio de glicosilagao teve
reducdo na atividade enzimatica, quando comparado com fracdes de sitio Unico. O autor
comenta que esta reducdo pode estar relacionada a localizacdo do sitio de glicosilacdo
na enzima, pois o sitio Asn291 estd localizado na parte do sulco da enzima, préximo ao
sitio ativo, podendo atrapalhar na interacdo enzima/substrato. Em contraste o sitio
Asn100 esta na parte externa da enzima

Embora neste trabalho tenha sido feito o teste para deglicosilacdo, os dados

obtidos ndao foram conclusivos e posteriormente deverao ser repetidos.
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Figura 13. Gel SDS-PAGE 10% para analise da purificagao de quimosina bovina e de camelo precipitadas com TCA.
M: marcador de peso molecular de proteinas ndo corado (Thermo scientific). P: eluato da Sephacryl S-100 de chym
bovina; CN: controle negativo; EB: chym bovina e de camelo ndo purificadas; P1 eluato da Sephacryl S-100
correspondente ao 12 pico de chym camelo; P2: eluato da Sephacryl S-100 correspondente ao 22 pico da purificagdo.

As flechas em vermelho indicam as fragGes selecionadas para caracterizagdo enzimdtica.

Na tabela 1 sdo mostradas as etapas de purificacdo das duas quimosinas. Os
dados demonstraram que para a quimosina de camelo, ocorreu uma maior taxa de
purificacdo, porém em contraste o rendimento foi menor, quando comparado a
guimosina bovina.

O rendimento encontrado nesse trabalho para quimosina bovina (44%) é bem
expressivo quando comparado com os relatos na literatura descritos por lJiang e
colaboradores (2012). Quanto a purificacdo de quimosina de camelo até o momento
existem poucos relatos na literatura para comparacdo, porém acreditamos que o
processo possa vir a ser otimizado para obtermos um melhor rendimento quanto a
purificacao.

As amostras purificadas selecionadas foram utilizadas posteriormente na

caracterizacao enzimatica.
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Tabela 1. Resumo das etapas da purificacdo enzimatica de quimosina bovina e camelo
produzidas por P. pastoris.

Atividade Proteina Atividade
Proteina Atividade Purificagdo Rendimento
Quimosina Etapas enzimatica total especifica
(mg/mL) total (U) (x) (%)
(U/mL) (mg) (U/mg)
*E.B. 200 5,15 9.000 231,75 38,83 1 100
Bovina
Sephacryl 100 0,959 4.000 38,36 104,27 2,68 44
*E.B. 50 11,06 3.750 829,5 4,52 1 100
Camelo
Sephacryl 18,3 0,858 340,38 15,95 21,33 4,72 9

* Extrato bruto

6.4 Caracterizagao enzimatica

Fatores como diferentes pH, temperatura, concentracdo de Ca*? e o efeito de
diferentes ions foram analisados, verificando o efeito destes na atividade enzimatica das
guimosinas. Os resultados mostraram que o efeito dos fatores proporcionou um perfil
semelhantes para as quimosinas, e a quimosina bovina apresentou uma atividade

enzimatica superior em rela¢do a quimosina de camelo para todos os fatores testados.

6.4.1- Efeito do pH

O efeito de pH foi analisado sobre a atividade enzimatica das quimosinas. O pH
gue proporcionou uma maior atividade enzimatica para as quimosinas neste trabalho foi
de 4 (Figura 14). Foi relatado um pH étimo de 5,1 para quimosina de camelo enquanto
gue para quimosina bovina um pH de 4,9, testando uma gama de pH entre 2-6,7 para
ambas quimosinas (KAPPELER et al., 2006). Os pHs 3,7; 4,2 e 5 também foram
mencionados como pH étimos para quimosina bovina (KUMAR, et al., 2010; MIYOSHI et

al., 1976).
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Figura 14. Caracterizacdo enzimatica de quimosina bovina (#), e quimosina de camelo (M). Efeito de
diferentes pH na atividade enzimatica das respectivas quimosinas. Teste em triplicata técnica. O desvio
padrao foi calculado e inserido no grafico.

6.4.2- Efeito da Temperatura

O efeito de diferentes temperaturas sobre a atividade enzimatica de ambas
enzimas também foi analisado. As temperaturas de 55 a 60 °C para quimosina bovina, e
60 °C para quimosina de camelo, foram as temperaturas mais eficientes neste trabalho
(Figura 15). Em um estudo comparando ambas quimosinas mostraram que a
temperatura étima para a quimosina bovina estava na faixa de 42 °C e 56 °C, enquanto
gue para quimosina de camelo estava entre 42 °C e 47 °C (KAPPELER et al., 2006).
Contudo, existem relatos de temperaturas étimas para quimosina bovina de 30, 37 e 50
°C (KUMAR, et al., 2010; MCCAMAN et al., 1985; WILLIAMS et al., 1997; FOLTMANN,
1969; PITTS et al., 1993; ABDEL MALAK et al., 1996; MIYOSHI et al., 1976).

O que observamos na literatura € um amplo espectro de valores de temperatura
para atividade 6tima da quimosina bovina e, mais recentemente para de camelo, e que
a maioria dessas quimosinas apresentam melhor atividade em temperaturas entre 40°C
a 55°C. E importante ressaltar que posteriores experimentos de termoestabilidade
deverdo ser realizados, para verificar qual temperatura e o tempo nos quais a enzima

mantém sua plena atividade, fator importante para a industria.
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Figura 15. Caracterizacdo enzimatica de quimosina bovina (#), e quimosina de camelo (M). Efeito de
diferentes temperaturas na atividade enzimatica das respectivas quimosinas. Teste em triplicata técnica.
O desvio padrdo foi calculado e inserido no grafico.

6.4.3 — Efeito de Ca*?

0 ensaio do efeito de Ca*?sobre as quimosinas mostrou que concentracdes entre
40 a 140 mM de Ca*? proporcionaram um aumento na atividade enzimatica (Figura 16).
A concentragdo usada no teste padrao do ensaio de atividade enzimatica neste trabalho
(item 5.12) foi de 20 mM, indicando que uma concentragdo maior proporciona uma
aumento na atividade das enzimas, especialmente em relagao a quimosina bovina.

Foi relatado na literatura que concentra¢des de 50 mM teriam proporcionado
um aumento na atividade enzimatica da quimosina bovina, sendo testado uma gama de
0 a 50 mM de CaCl, (KAWAGUCHI et al., 1987). Também foi verificado o efeito de
concentracdes entre 0 a 8 mM de CaCl; nas enzimas quimosina bovina e de camelo
(KAPPELER et al., 2006). Os resultados mostram que a maior concentracdo proporcionou
reducdo da atividade da quimosina bovina, diferente da outra quimosina, que manteve
valores constantes de atividade enzimatica em todas concentracdes.

O ion calcio exerce um papel fundamental no processo de coagulagao do leite.
Ele auxilia na agregacdao de para-k-caseina com outras caseinas presentes no leite,
resultando na aglomeracdo de micelas livres e formacdo do codgulo micelar (parte

solida) gerando o soro (parte aquosa) (CREAMER et al., 1998).
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Figura 16. Caracteriza¢do enzimdtica de quimosina bovina (4), e quimosina de camelo (M). Efeito de
diferentes concentracbes de Ca*? na atividade enzimatica das respectivas quimosinas. Teste em triplicata
técnica. O desvio padrao foi calculado e inserido no grafico.

6.4.4 Efeito de ions

O efeito de outros ions na atividade enzimatica também foi avaliado. Como
mostrado na tabela 2, o ion Mn*2 proporcionou um aumento na atividade enzimatica de
até 100% para a quimosina bovina e de 66,6% para quimosina de camelo, quando
comparado ao ion controle (Ca*?), seguido de Zn*2. Os ions Co*?, Mg*?, Cu*? e K*
proporcionaram uma redugao na atividade enzimdtica das quimosinas, sendo o ion K*
gue mais inibiu a atividade enzimatica de ambas as enzimas em torno de 97% e 93%
para bovina e camelo, respectivamente. O teste foi realizado em triplicata técnica.

O efeito de diversos ions sobre a atividade quimosina bovina foi relatado na
literatura (JIANG et al., 2012). Foi verificado que o ion Mn*? proporcionou um aumento
de 65%, e o ion Cu™ em contrapartida, inibiu em 83% a atividade enzimética. Os
resultados descritos sdao semelhantes aos resultados obtidos neste trabalho. Até o
momento, o efeito de diversos ions na atividade enzimatica de quimosina de camelo nao
foi relatada, ndo nos proporcionando dados para comparacao com os resultados obtidos

neste trabalho.
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Tabela 2. Analise do efeito de diferentes ions na atividade enzimatica de quimosina
bovina e de camelo.

QUIMOSINA BOVINA

ions/reagente Atividade enzimatica Atividade relativa DP
(20 mMm) (U/mL) (%)
Controle 100 100 2,22
Mn*2 (MnCl2) 200 200 18,89
Zn*2 (ZnCly) 166,66 166,66 15,56
Co*2(CoCl2) 50 50 0
Mg*2 (MgCl2) 50 50 4,44
Cu*Z (Cucly) 20 20 7,78
K* (KCl) 3,33 3,33 4,44
QUIMOSINA DE CAMELO
ions/reagente Atividade enzimatica Atividade relativa DP
(20 mM) (U/mL) (%)
Controle 20 100 2,22
Mn™*2 (MnCl,) 33,33 166,65 2,22
Zn*2 (znCly) 20 100 22,22
Co*? (CoCl2) 8,33 41,65 5,56
Mg*2 (MgCl2) 8,33 41,65 6,67
Cu*? (cucCly) 4 20 17,78
K* (KCI) 1,42 7,11 0

Controle: Ca*?; DP: desvio padr3o.

6.4.5 — Especificidade a substratos

Para analisar a especificidade das quimosinas, as amostras purificadas foram
incubadas com a, B e k caseinas a 37 °C por 90 minutos. Para os controles foram
utilizados Hannilase (controle positivo) e dgua destilada (controle negativo). Os
resultados podem ser observados na Figura 17. No controle negativo (Figura 17A) nado
foi observado hidrélise dos substratos. Um gradiente de concentracdo de quimosina
bovina e de camelo foi feito (Figura 17D), onde na ultima concentra¢do (~100 ug)
ocorreu a hidrélise para k-caseina, propiciando o aparecimento de uma banda inferior e
a reducdo da banda superior. Esta mesma concentracao de quimosina foi testado para
os substratos a e B caseinas (Figura 17C), ndo ocorrendo a hidrélise de ambos. A
guimosina comercial hannilase foi capaz de hidrolisar somente o substrato contendo
ligacOes especifica para k-caseina (Figura 17B). Foi confirmada na literatura a
especificidade da quimosina bovina para k-caseina usando o mesmo teste (ARAUJO,

2008; JIANG et al., 2012). Em outro estudo foi mostrado a especificidade de quimosina

41



bovina e de camelo para k-caseina (KAPPELER et al., 2006). Todos os resultados descritos
na literatura confirmaram o que obtivemos no trabalho: a especificidade das quimosinas

bovina e de camelo para k caseina.
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Figura 17. Teste de especificidade das quimosinas bovina e de camelo aos substratos a, B e k-caseinas.
A: o, B e k-caseinas incubada com H20 (C-); B: a, B e k-caseinas incubadas com hannilase (C+); C: k- caseina
com um gradiente de concentragdo de quimosina bovina e de camelo (de 30 a 100 pg, aproximadamente).
D: a e B-caseinas incubada com quimosina bovina e de camelo (100 ug); A concentragdo dos substratos
foi de 1,5 mg/mL. As flechas em vermelho indicam a hidrdlise das enzimas (na maior concentracio de

&
fo
&

quimosinas) a k-caseina.
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7 — CONCLUSOES

Os vetores de expressdao contendo os genes da quimosina sobre o controle do
promotor (Ppgk1) foram integrados com sucesso no genoma de P. pastoris,
tornando possivel a expressao constitutiva das quimosinas bovina e de camelo.
A quimosina bovina purificada mostrou uma atividade enzimatica superior em
aproximadamente cinco vezes quando comparado com a quimosina de camelo.
A purificagao das enzimas quimosinas bovina e de camelo em coluna gel filtragao
(Sephacryl S-100) mostrou a eliminagdo de diversas proteinas, como verificado
em gel SDS-PAGE em uma Unica etapa.

A taxa de purificacdo foi maior para a para quimosina de camelo (4,72x),
enquanto que o rendimento foi superior para a quimosina bovina (44%).

Na caracteriza¢do enzimatica:

o Ovalorde pH 4,0 foi o que promoveu uma maior atividade enzimatica de
ambas quimosinas;

o Temperaturas entre 55 e 60 °C foram mais efetivas na atividade
enzimatica para as quimosinas de camelo e bovina;

o As concentragdes entre 40 a 140 mM de Ca*? proporcionaram aumento
na atividade enzimatica das enzimas;

o O ion Mn*2 proporcionou um aumento na atividade enzimatica de até
100% na quimosina bovina e 66,6% para quimosina de camelo, quando
comparado ao ion controle (Ca*?). O ion K* proporcionou uma reducio de
até quase 100% na atividade enzimatica de ambas quimosinas.

o As enzimas quimosinas mostraram especificidade somente ao substrato

k-caseina.
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8 - PERSPECTIVAS

Futuros testes de termoestabilidade para as enzimas quimosina bovina e de
camelo deverdo ser realizados para verificar a temperatura que as ezimas sdo
mais ativas e estdveis durante uma longa faixa de tempo, ja que a quimosina é

de interesse industrial.

Testes de cinética enzimdtica para as quimosinas como determinagao de Ky, e

Vmaxtambém deverdo ser realizados para melhor analise.

Ensaios de glicosilacdo deverao ser refeitos, pois é fundamental compreender o

padrdo de glicosilacdo apresentado por essas enzimas quimosinas.

Utilizar o glicerol bruto selecionado no ultimo trabalho para o crescimento de P. pastoris

e producado da quimosina bovina.
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