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RESUMO

A producdo de etanol lignoceluldsico transformou-se em um grande desafio para
a industria de energia renovavel. A celulose presente nos residuos lignoceluldsicos
representa uma fonte abundante de aglcares, mas estes sO se tornam disponiveis para
fermentacdo apds a etapa de hidrdlise enzimatica. As grandes quantidades de enzimas
necessarias impactam severamente a relagdo custo-eficicia desta tecnologia. No sentido
de buscar novas alternativas, conduzimos o trabalho com o intuito de construir
linhagens das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris capazes de
produzir celulases (endoglicanase, celobiohidrolase e B-glicosidase). A primeira etapa
para a producdo de uma linhagem de S. cerevisiae produtora de celulases, foi a
expressao isolada de genes celuloliticos. A expressdo da endoglicanase Il (eglll) de
Trichoderma reesei e da celobiohidrolase 1.1 (cbhl.1) de Phanerochaete chrysosporium
em S. cerevisiae linhagem MFL gerou clones produtores de enzimas funcionais no
sobrenadante do cultivo. Em ambos os clones selecionados para cada enzima, foi
detectada atividade enzimatica a partir de 24 h de cultivo, atingindo maior atividade
ap6s 96 h. Varias estratégias para expressdo de B-glicosidases em S. cerevisiae foram
abordadas: i) a expressdo da BGL1 de Sacharomycopsis fibuligera em sua forma nativa,
ii) fusionada ao C-terminal da a-aglutinina e, iii) com o peptideo sinal do fator a de S.
cerevisiae. As duas ultimas estratégias também foram realizadas com a BGL4 do fungo
Humicola grisea var. thermoidea. Testou-se, ainda, a co-expressao da B-glicosidase
intracelular GH1-1 e do transportador de celodextrinas CDT-1 de Neurospora crassa.
Dentre todos os genes e estratégia utilizados, apenas o sistema envolvendo a co-
expressdo da GH1-1 e do CDT-1 apresentou resultado satisfatério. O sistema provou ser
eficiente permitindo que a levedura crescesse na presenca de celobiose em condicdes
aerobicas e anaerobicas, com producdo de etanol na segunda condicdo. A co-expressao
dos genes eglll e cbhl.1 foi em seguida testada na forma de “fusdes génicas” utilizando
dois sistemas de clivagem in vivo: a sequéncia autoclivante 2A do virus FMDV, e o
sitio para a endoprotease Kex2p. Os dois sistemas resultaram em enzimas funcionais, no
entanto as atividades foram menores do que aquelas obtidas quando as enzimas foram
expressas separadamente (possivelmente devido ao saturamento da via de secrecao).
Finalmente, no sentindo de obter uma linhagem de S. cerevisiae que expressasse as trés
cellulases, foi feita a co-expressdo das fusdes génicas com o sistema f-
glicosidase/transportador. O clone selecionado GH1-Fus2A apresentou atividade
enzimatica sobre os substratos CMC e pNPC, capacidade de crescimento em celobiose e
seu consumo, e producgdo de etanol, indicando a producgéo das trés enzimas celuloliticas
funcionais na mesma levedura. Para a obtencdo de uma linhagem de P. pastoris
recombinante produtora de celulases, os genes dessas enzimas foram clonados sob o
controle do forte promotor induzivel AOX1, em vetores integrativos. Foram utilizados
os genes eglll e cbhl.1 em fusdo génica com a sequencia 2A. As atividades sobre CMC,
Sigmacel e papel de filtro foram detectadas no sobrenadantes da linhagem
recombinante, nas primeiras horas de indugdo, sendo os maiores niveis encontrados
apos 72 h, confirmando a atividade das enzimas EGLII e CBHI.1. A atividade sobre
CMC do clone recombinante de P. pastoris foi aproximadamente 8 vezes superior



aquela obtida com o clone recombinante de S. cerevisiae expressando a mesma fusdo
génica. A analise do sobrenadante do cultivo por SDS-PAGE mostrou a clivagem da
proteina de fusdo pelo peptideo 2A gerando proteinas independentes. Por fim,
demonstrou-se a construcdo de linhagens de S. cerevisiae e de P. pastoris produtora de
celulases necessarias para a degradacdo da celulose. Essas leveduras sdo apontadas
como uma interessante plataforma para a producao de proteinas heterélogas, e com isso
diminuir a quantidade de enzimas comerciais necessarias para hidrolisar o substrato,
contribuindo para a reducdo da dependéncia da importacdo das enzimas.



ABSTRACT

The production of lignocellulosic ethanol become a great challenge for the
renewable energy industry. Cellulose present in the lignocellulosic residues represents
an abundant source of sugars, but these are only available for the fermentation process
after an enzymatic hydrolysis step. The large amount of enzymes required severely
impacts the overall cost-efficacy relation of this technology. In an effort to pursue new
alternatives, we performed this work aiming to construct strains of Saccharomyces
cerevisae and Pichia pastoris able to produce cellulases (endoglucanase,
celobiohydrolase and B-glucosidase). The first step for the production of the S.
cerevisiae strain that produces cellulose was the isolated expression of cellulolitcs
genes. The single expression of the endoglucanase Il of Trichoderma reesei and of the
cellobiohydrolase 1.1 of Phanerochaete chrysosporium in S. cerevisiae MFL generated
clones producing functional enzymes on the culture supernatant. In both selected clones
for each enzyme, the enzymatic activity was detected after 24 h of cultivation, reaching
the highest activity after 96 h. Many strategies for the expression of B-glucosidases in S.
cerevisiae were performed: i) the expression of BGL1 de Sacharomycopsis fibuligera in
its native form, ii) fused to C-terminal of a-aglutinin and, iii) with the signal peptide
form the S. cerevisiae a-factor. The last two strategies were also performed with BGL4
from the fungus Humicola grisea var. thermoidea. It was also tested the co-expression
of the intracellular B-glucosidase GH1-1 and the cellodextrins transporter CDT-1 of
Neurospora crassa. Of all those strategies, only the system involving the co-expression
of GH1-1 and CDT-1 showed satisfactory results. The system showed to be efficient
allowing the growth of the yeast in the presence of cellobiose both in aerobic and
anaerobic conditions, with ethanol production in the latter. Then, the co-expression of
eglll and cbhl.1 genes was tested in the form of “gene fusions” using two in vivo
cleavage systems: the auto-cleavage 2A sequence from the FMDV virus, and the
cleavage site for the Kex2p protease. Both systems result in functional enzymes,
however the activities were lower than those obtained when the enzymes were
expressed separately, possibly due the saturation of the secretion pathway. Finally, in an
effort to obtain a S. cerevisiae strain that expresses the three cellulases, it was made the
co-expression of gene fusion with the B-glucosidase/transporter system. The selected
clone GH1-Fus2A showed enzymatic activity with the substrates CMC and pNPC,
capacity of growing in cellobiose and consumes it, and ethanol production, indicating
the production of the three functional cellulolitic enzymes in the same yeast. To obtain a
recombinant P. pastoris strain producing cellulases, the genes of these enzymes were
cloned into an integrative vector under the control of the strong inducible promoter
AOX1. It was used the eglll and cbhl.1 genes in a gene fusion with the autoclivable 2A
sequence. Enzymatic activities with the substrates CMC, Sigmacel and filter paper were
detected on the supernatant of the recombinant strain, confirming the enzymes activities
of EGLII and CBH.1. The enzymatic activities were detected during the first hours of
induction, where the highest levels occurred after 72h. The activity with CMC of the
recombinant clone of P. pastoris was approximately 8-fold higher than that obtained
with the recombinant clone in S. cerevisiae expressing the same gene fusion. Analysis



of the culture supernatant through SDS-PAGE showed the protein fusion cleavage by
the 2A peptide generating independent proteins. Finally, it was shown the construction
of S. cerevisiae and P. pastoris strains producing cellulases necessary for the cellulose
degradation. These yeasts are pointed out as an interesting platform for heterologous
protein production and diminishing the amount of commercial enzymes needed to
hydrolyze the substrate contribute to the decrease of the dependence of enzymes
importation.
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1.1 Etanol como alternativa energética

Atualmente, o sistema energético internacional é fortemente dependente de
combustiveis fdsseis, pois 80% do consumo de energia se originam dessas fontes. A
demanda projetada de energia no mundo aumentard 2% ao ano, e estima-se que
alcancara 15,3 bilhdes de toneladas equivalentes de petréleo em 2030 de acordo com o
cenario tracado pelo Instituto Internacional de Economia (Ogeda & Petri, 2010). O uso
indiscriminado destes hidrocarbonetos, além de ocasionar uma diminuicdo das reservas
e um aumento excessivo dos precos de seus derivados, tem gerado altos indices de
contaminagdo ambiental, causando um aumento na temperatura mundial e conduzindo a
mudangas climaticas (Dashtban et al., 2009). Estes fatores tém motivado a abusca por
alternativas energéticas e industriais nas quais os derivados de petréleo sejam
substituidos.

O conceito de energia alternativa é atualmente sindbnimo de energia renovavel.
As energias renovaveis tém potencial para atender grande parte da crescente demanda
energética mundial, independente da sua origem. No entanto, existem trés aspectos
importantes a considerar a seu respeito: a viabilidade econémica, a sustentabilidade de
cada fonte e a disponibilidade destes recursos para geracao de energia.

Como principal opcdo de fonte de energia alternativa ao petréleo em curto
prazo, o etanol ganha importancia no cenario mundial. Esse combustivel apresenta
baixo custo de producdo, baixos niveis de poluicdo e, em relacdo a sua matéria-prima, é
considerado renovavel (Tokarski, 2005). Em relacéo aos derivados do petréleo, o etanol
possui ainda algumas vantagens que justificam sua importancia: maior octanagem
(resisténcia a compressao sem entrar em combustdo), maior eficiéncia de combustéo,
menor producdo de fumaca e residuos provenientes da queima e, além disso, contribui
para a reducédo da emissdo de CO, na atmosfera, como determina o Protocolo de Kyoto,
uma vez que o gas carbonico emitido pela combustdo foi originalmente absorvido do ar
pelas plantas utilizadas como matéria-prima (Demain et al., 2005; Lin & Tanaka, 2006;
Buckeridge & Goldman, 2011).

O etanol é principalmente produzido pelo processo de fermentacdo usando como
substratos acUcares facilmente extraidos de cana-de-agucar, milho, beterraba, trigo,
mandioca, etc (Gray et al., 2006; Liu & Shen, 2008). Em termos gerais, 0 processo de

producdo de etanol comeca com a matéria-prima sendo submetida a um pré-tratamento
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ou uma adequacéo (fisica, quimica ou enzimatica) para liberagdo dos carboidratos na
sua forma monomérica. Uma vez disponibilizados, é realizada a fermentacéo alcodlica,
em condicGes anaerobicas, utilizando mais comumente a levedura Saccharomyces
cerevisiae. O etanol produzido pelo processo fermentativo € entdo separado por
destilacéo.

No Brasil, o processo de producdo do etanol a partir de cana-de-acucar (etanol
de primeira geracdo) inicia-se com a moagem da cana, onde se obtém o caldo de cana-
de-agUcar com alto teor de agucar. O caldo é entdo aquecido para se produzir o melago
com 40% de sacarose em massa. Parte da sacarose se cristaliza formando um aglcar
escuro que € refinado e da origem ao acucar comum, e com o melaco, faz-se a
fermentacdo adicionando-se leveduras que transformam a sacarose em etanol. O mosto
fermentado obtido ap6s a fermentagdo contém 12% em volume de etanol. O mosto
sofre, entdo, destilacdo fracionada e assim se obtém uma solucdo com 96% de etanol e
4% de agua em volume.

O Brasil e os EUA sdo atualmente responsaveis por 70% da producdo mundial
de etanol. O processo de producdo de etanol a partir do caldo de cana-de-agUcar
(substancia sacarinea) predomina no Brasil e é considerado o mais econdmico em escala
mundial — o custo médio de produgdo de um litro de etanol no Brasil é de US$ 0,20
enquanto que nos EUA e na Europa esses valores sao de US$ 0,47 (produzido a partir
de milho) e US$ 0,53 (produzido a partir de gréos), respectivamente (Pereira Jr. et al.,
2009). Além disso, estudos demonstraram que o etanol de cana-de-aclcar produz 8
unidades de energia renovavel para cada unidade de combustivel féssil utilizada em seu
ciclo de producdo enquanto que o balanco energético de outras matérias-primas
raramente passa de duas unidades (Macedo et al., 2008; Buckeridge & Goldman, 2011).

Nos anos 70, o Brasil comecou um extensivo programa de incentivos, o
Proalcool, para substituir a gasolina pelo etanol a fim diminuir a dependéncia politica e
econémica nos periodos de alta dos precos de petroleo. Neste programa, a cana-de-
acucar foi escolhida como a matéria-prima para producdo de etanol e,
consequentemente, os estudos agricolas e tecnoldgicos foram intensificados, levando o
Brasil a uma posi¢do mais favoravel nos termos de seguranca energética. O Proalcool
fez do etanol parte integrante da matriz energética brasileira. O programa enfrentou

desafios ao longo dos anos, mas devido aos altissimos precos da gasolina, as
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preocupacdes ambientais e a introducdo dos veiculos flex fuel (atualmente, 85% dos
automoveis no pais sdo flex) o programa cresceu novamente.

O etanol hoje é utilizado como combustivel no pais tanto na sua forma hidratada
como misturado & gasolina (Soccol et al., 2010). Atualmente, mais de 50% do consumo
de gasolina no pais é substituido por etanol que é processado em cerca de 430 unidades
de producdo e utilizando apenas 1% das terras cultivaveis do Brasil (3,4 milhdes de
hectares) (Abramovay, 2009). Segundo dados da UNICA (Unido da Industria de Cana-
de-actcar) foi evitada a emissdo de 25,8 x 10° toneladas de CO, na atmosfera devido ao
uso de etanol (Desplechin, 2008). So6 nos ultimos sete anos, o0 uso de etanol na frota
brasileira evitou a emissdo de 103,5 x 10° toneladas de CO, (divulgado pelo Ministério

da Ciéncia e Tecnologia no Jornal Cana, 2011).

1.2 Etanol de segunda geracao

E preciso considerar que apenas uma pequena parte da cana-de-agucar produzida é
utilizada para a producdo de bioenergia. Com a demanda cada vez maior, um aumento
significativo na producdo de etanol seria possivel se fossem desenvolvidas tecnologias
para converter os polissacarideos das folhas, das palhas e do bagaco (que representam
dois tergos da biomassa total) a etanol. O etanol obtido dessa forma é dito de 2° geracéo
ou lignocelul6sico. Tal tecnologia enquadra-se no conceito de biorrefinarias celulésicas,
as quais visam o aproveitamento integral e integrado dos residuos agroindustriais
gerados, de modo a agregar valor aos mesmos (Abramovay, 2009).

O bagaco da cana-de-aglicar é um residuo lignocelul6sico, proveniente da
indUstria sucro-alcooleira que compde, em media, 28% do peso seco da cana-de-agucar.
Durante muito tempo o bagaco foi considerado no Brasil um residuo industrial, sendo
aproximadamente 50% queimado nas caldeiras das usinas, para a cogerac¢do de energia.
Com a colheita mecanizada, que estd progredindo rapidamente no Brasil, a quantidade
disponivel de tais materiais tem aumentado. A industria sucro-alcooleira, que participa
com cerca de 2,3% do PIB brasileiro e consome cerca de 340 milhGes de toneladas de
cana-de-agucar, gera como subproduto dessa atividade o bagaco de cana que chega a
totalizar até 95 milhdes de toneladas por ano (Buckeridge & Goldman, 2011).

Como a matéria-prima é um dos componentes mais relevantes nos custos de

producdo de etanol, havendo casos em que pode representar até 75% desses custos, ha
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um crescente interesse no aproveitamento destes residuos agro-industriais como
matérias-primas para a producgdo, ndo somente de etanol, mas de uma grande gama de
substancias quimicas de interesse comercial (xilitol, &cido succinico, acido latico)
(Pereira Jr., 1991). Residuos lignocelul6sicos podem ainda ser obtidos a partir de
residuos municipais e das inddstrias de papel, que contribuem, juntamente com o0s
residuos agricolas (Demain et al., 2005; Lin & Tanaka, 2006).

Portanto, a tendéncia dos estudos atuais é de desenvolver processos que permitam
um maior aproveitamento do material lignocelul6sico gerado da prépria atividade
agricola e agro-industrial por meio da producdo biotecnologica de substancias de
interesse industrial como o etanol. No caso do Brasil, estima-se que o bagaco excedente,
se fosse utilizado na producdo de etanol, permitiria duplicar a producdo deste
combustivel sem aumentar as areas de plantio (CTBE-MCT, 2010; Buckeridge &
Goldman, 2011; Cardorna et al., 2010).

1.3 Composicéo da lignocelulose

A biomassa vegetal é gerada a partir da fixacdo do didxido de carbono do ar por
plantas verdes pelo processo de fotossintese. Essa fixacdo consome anualmente 15% do
carbono da atmosfera, e, desse carbono assimilado, metade entra na composicdo da
lignocelulose, que compdem a parede celular das plantas (Sandgren et al., 2005).

A lignocelulose é, portanto, um material organico e o0 maior componente
estrutural da parede celular de todas as plantas. E formada por estruturas duras e
fibrosas, constituidas por trés principais fracdes poliméricas: duas fracOes
polissacaridicas (celulose e hemicelulose) entremeadas por uma macromolécula
composta de alcoois aromaticos (a lignina), além de poucas quantidades de outros

materiais, como proteinas e pectina (Figura 1) (Castro, 2006).
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Figura 1. Polimeros constituintes dos materiais lignoceluldsicos. Fonte: Pereira Jr.,
(2005).

Essas fracdes majoritarias sao responsaveis por 97-99% de toda massa seca dos
materiais. Dependendo do tipo de planta e de seu estagio de crescimento, 35 a 50% do
Seu peso seco é composto por celulose, 25 a 35% de hemicelulose e 5 a 30% de lignina
(Lynd et al., 2002). O bagaco de cana-de-aclcar contém aproximadamente 46%
celulose, 25% hemicelulose, e 21% lignina como principais componentes (Carrot &
Carrot, 2007; Abramovay, 2009).

A hemicelulose situa-se entre a celulose e a lignina, apresentando natureza
heteropolissacaridica ramificada, formada, principalmente, por pentoses (xilose
e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose), acidos urdnicos (acidos 4-O-
metilglucurdnico e galacturénico) e radicais acetila (Szengyel, 2000). Na estrutura da
parede celular, as hemiceluloses mantém interagdes covalentes com as moléculas de
lignina e ndo-covalentes com as moléculas de celulose, atuando como um elo quimico
entre essas fracdes e mantendo a flexibilidade da parede celular (Carpita, 1996; Polizeli
et al., 2005).

A lignina € uma polimero aromatico heterogéneo formado por ligacdes éter
biologicamente estaveis que, juntamente com a hemicelulose, reveste a celulose e
fornece a parede celular rigidez e protecdo contra ataques quimicos e enzimaticos. E
constituida de unidades de fenil-propano ndo fermentaveis, e esta diretamente envolvida
nas ligacdes cruzadas entre moléculas de xilana e outros polissacarideos. Apesar de ser
um composto macromolecular aromatico, a lignina ndo possui ligacGes repetitivas entre

0s residuos monomeéricos constituintes (D’ Almeida, 1988).
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De um ponto de vista tecnoldgico, no entanto, o composto alvo para a producao
do etanol de segunda geracdo é a celulose. A celulose, o0 polimero organico mais
abundante do planeta e o maior componente da biomassa vegetal, tem uma estrutura
relativamente simples, sendo formada por monémeros de glicose unidos por ligacdes
glicosidicas p-1,4 e duas pontes de hidrogénio entre 03-05" e 06-02". E um polimero
de cadeia longa de peso molecular variavel, com a férmula empirica (C¢H100s)n. Cada
residuo de glicose tem uma orientacdo de 180° em relacdo ao residuo adjacente,
formando assim a celobiose, a subunidade repetitiva do polimero (Sandgren et al.,
2005) (Figura 2).

Celobiose
1 1

HO OH 0 OH HO OH
\O/@X HO 0%& HO oﬁ HO o~

" OH ’ 0 " OH N 0 " OH ’ 0

HO } Ho HO
Ext. nao-redutora Ligagao glicosidica Ext. redutora
B-1.4

Figura 2. Estrutura da celobiose e da ligacdo B-glicosidica na celulose (adaptado de
Sandgren, 2005).

Cada microfibrila de celulose é sintetizada independentemente e contém entre
2000 e 20000 residuos de D-glicose. A extremidade da cadeia em que se encontra 0
residuo de glicose cujo carbono anomeérico esta livre é chamada extremidade redutora e
a outra extremidade em que o carbono esta ligado, é chamada ndo-redutora (Sandgren et
al., 2005). A orientacdo das microfibrilas pode ser paralela ou antiparalela, formando a
celulose do tipo | (mais abundante na natureza) ou do tipo Il, respectivamente. A unido
de 30 microfibrilas forma uma fibrila, que reunidas em unidades maiores formam as
fibras de celulose (Lodish et al, 2001).

A caracteristica mais importante das fibras de celulose é sua estrutura cristalina:
as fibrilas sdo unidas por ligacBes de hidrogénio tanto intra- quanto inter-cadeias de

celulose. Cada camada adjacente de celulose € ainda unida por for¢as de van der Waals.
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Isso resulta em uma fibra compacta de tal forma que enzimas e até moléculas pequenas,
como a agua, ndo conseguem penetra-la. No entanto, as regibes cristalinas da celulose
(~200 residuos de glucose) sdo intermediadas por regides menos compactas, chamadas
amorfas, em que as fibras apresentam maior distancia uma das outras, com menos
ligagBes de hidrogénio entre si, e entre as moléculas de celulose (Lynd et al., 2002),
sendo que, cada parede celular apresenta um grau de cristalizagdo diferente (Klemm et
al., 2005).

1.4 Bioprocesso para producao de etanol de segunda geracéo

Embora a producdo de etanol a partir do caldo de cana-de-acUcar seja
relativamente simples, o processo utilizando a celulose presente no bagaco € mais
complexo. O processo convencional em desenvolvimento inclui quatro etapas

principais:

1) Pré-tratamento. Consiste na quebra da estrutura da matriz lignocelulésica,
diminuindo a interacdo entre 0s componentes e permitindo a recuperacdo maxima da
fonte de carbono (celulose) para sacarificacdo e fermentacdo. E uma das etapas chave
para a conversdo bem sucedida destes materiais a etanol devido a associagdo proxima
que existe entre os trés componentes principais da parede celular das plantas (Gamez et
al., 2006). O desafio dos processos de pré-tratamento, € a geracdo de componentes
inibitorios, produzidos como consequéncia das condi¢cdes extremas de pH e temperatura
utilizados, que podem influenciar negativamente a acdo de enzimas e micro-organismos
(Olsson et al., 2004). Os métodos de pré-tratamento podem ser categorizados em trés
grupos: quimico (acido ou base), fisico-quimico (trituracdo fisica ou exploséao fisico-
guimica a vapor) ou pré-tratamento biolégico por micro-organismos (Castro & Pereira
Jr., 2010). N&o havendo, no entanto, um procedimento geral de pré-tratamento para
todos os residuos lignocelulosicos, devendo cada pre-tratamento ser cuidadosamente

escolhido para cada matéria-prima.

2) Hidrolise da celulose. Etapa em que ocorre a despolimerizacéo da celulose a
acucares monoméricos soltveis (glicose) (Dashtban et al., 2009). Em processos de

sacarificacdo é possivel aplicacdo de hidrdlise quimica (&cida ou alcalina) ou hidrélise
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catalisada por enzimas. A exigéncia de condic¢Bes drasticas relacionadas a hidrolise
quimica da celulose, que leva a formacdo de compostos inibidores da etapa fermentativa
(hidroximetilfurfural) e a degradacao de parte dos acucares liberados, torna preferivel a
utilizacdo da hidrolise enzimatica, comumente conduzida nas condi¢fes 6timas de pH e
temperatura das enzimas, 0 que torna a producdo de subprodutos insignificantes
(Mielenz, 2001).

3) Fermentagdo. Corresponde a conversdo da glicose a etanol, realizada
geralmente por leveduras. Os requisitos gerais para um organismo ser utilizado como
fermentador na producdo de etanol sdo: altos rendimentos, alta produtividade e alta
tolerancia ao etanol (Olofsson et al., 2008). Diversos organismos vém sendo estudados,
mas a levedura S. cerevisiae continua sendo a principal espécie utilizada para este fim
(Bai et al., 2008). Este organismo produz etanol com um alto rendimento (superior a
0,45 g/g) e a uma alta produtividade especifica (até 1,3 g/g de célula/hora), além de
tolerar altas concentracdes de etanol (mais de 100 g/L) (Fukuda et al., 2009).

4) Destilagdo. Por fim, apds os processo fermentativo, o liquido resultante é
destilado com o intuito de concentrar o etanol até um nivel determinado ou até o limite
possivel, o azedtropo etanol agua (95,5% de etanol) (Margeot et al., 2009). Este
azeétropo € comumente comercializado como etanol hidratado, sendo possivel a sua
utilizacdo direta nos motores automotivos. No entanto, para ser misturado a gasolina, o
etanol necessita estar na sua forma anidra, cuja obtencdo se da por meio de processos de
desidratacdo, como o arraste com benzeno ou 0 uso de absorventes regeneraveis
(Pereira Jr., 1991).

Durante o processo de producdo de etanol a partir de celulose, podem existir
formas de integragéo das etapas de conversdo. A hidrdlise enzimatica pode ser realizada
separadamente da fermentacdo alcoolica, um processo conhecido como hidrolise e
fermentacdo em separado (SHF - Separate Hydrolysis and Fermentation) ou ambos os
processos podem ocorrer simultaneamente na sacarificacdo e fermentacdo simultanea
(SSF - Simultaneous Saccharification and Fermentation) (Viikari et al., 2012) (Figura
3).
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Figura 3. Formas de conversdo de biomassas lignoceluldsicas a etanol. SHF:
Hidrélise e fermentacdo em separado; SSF: Sacarificacdo e fermentacao

simultaneas.

Atualmente, o processo mais comum para a obtencdo de etanol lignoceluldsico é
0 SHF. No SHF, a etapa de pré-tratamento e a hidrdlise do material lignocelulésico
ocorrem em um estagio separado da fermentacdo. Uma vez terminada a hidrdlise, o
residuo solido é separado e o sobrenadante é empregado para fermentacdo pelo micro-
organismo escolhido. Nesta estratégia, a etapa de hidrolise pode ser realizada quimica
ou enzimaticamente. Ao ser utilizado um agente quimico como catalisador da clivagem,
sdo formados compostos inibidores da fermentac[1do e, dependendo da severidade da
hidrdlise, podem ser requeridas etapas de destoxificac[1do, o que ndo permite
fermentacdo simultdnea. A hidrolise enzimatica, geralmente, é conduzida nas
condic[]3es 6timas de pH e temperatura das celulases. A dificuldade deste processo
reside no acumulo de glicose e polissacarideos, provenientes da propria hidrolise
enzimatica, que atuam como inibidores das enzimas celuloliticas envolvidas, levando a

uma hidroélise incompleta da celulose (Wingren et al. 2003; McMillan, 2004).

O SSF é uma das configuracbes mais promissoras do processo de converter
biomassa lignocelulosica a etanol. No SSF, a sacarificacdo e a fermentacdo da fracéo
celulésica ocorrem em uma Unica etapa, sendo realizada enzimaticamente a hidrolise da
macromolécula, evitando a formacao de inibidores, e possibilitando o sinergismo com o
micro-organismo fermentador. A glicose produzida pela hidrélise da celulose, que

poderia inibir as B-glicosidases e interromper o processo hidrolitico, é consumida pelo
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micro-organismo, que ao utilizar essa glicose, reativa o processo enzimatico e o produto
desejado € obtido no processo fermentativo. Apesar da necessidade de reduzir a
temperatura do processo aos niveis 6timos para que as enzimas acomodem organismos
fermentadores disponiveis até agora (28-35°C), foi mostrado que o SSF consegue taxas,
rendimentos, e concentracfes do produto final mais elevados do que o SHF (Soccol et
al., 2009), devido principalmente a: redugdo da inibicdo enzimética pela glicose
formada, o que permite diminuir a quantidade de enzima adicionada ao processo; 0
alcance de maiores indices de conversdo a glicose, pois as reacdes enzimaticas sdo
deslocados no sentido de formacdo de mais produto, visto que a glicose é
concomitantemente consumida; a minimizagdo dos riscos de contamina¢do, devido as
baixas concentracdes de acgucar livre no meio; e a diminuicdo da complexidade e do

custo do processo pela existéncia de uma Unica etapa (Hasunuma & Kondo, 2012).

Considerando-se globalmente a conversdo de biomassas lignocelul6sicas em
etanol, a conversdo pode ainda ser constituida por uma etapa de fermentacdo de
pentoses, proveniente da fracdo hemiceluldsica das matérias-primas. A realizacdo da
fermentac&o de pentoses e hexoses em apenas um reator é chamada de co-fermentacéo e
a conducdo desta co-fermentacdo com a hidrolise das fracBes celuldsicas e
hemicelulésicas compreende o processo SSCF - Sacarificacdo simultanea a co-
fermentacdo (Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation) (Castro & Pereira
Jr., 2010).

A estratégia mais promissora para conversao do material lignocelulésicos, no
entanto, envolve a producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, hidrolise da
biomassa e a conversdo de agucares resultantes aos produtos desejados em um processo
de Unica etapa através de um micro-organismo celulolitico, ou de um consoércio. Tal
bioprocesso consolidado (CBP — Consolidated Bioprocessing) pode oferecer reducfes
de custo se 0s micro-organismos puderem ser projetados para possuir a combinagéo de
propriedade de utilizagdo do substrato e formagédo do produto (Lynd et al., 2002). O
CBP é o0 processo de concepgdo mais complexo devido ao envolvimento de, pelo
menos, 3 das etapas em um Gnico equipamento. Para este processo é necessario recorrer
a engenharia genética, com o objetivo de se obter um micro-organismo que consiga
produzir diversas enzimas que permitam a clivagem dos complexos hemicelulésico e
celulosico, e alta habilidade fermentativa, tanto de pentoses quanto de hexoses (Wilson
et al., 2009).
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A tecnologia para o aproveitamento da celulose ja vem sendo desenvolvida em
varias partes do mundo. Estima-se que o custo de producdo de producdo do etanol a
partir de residuos lignocelul6sicos varie entre US$ 0,28-1,010/L em escala de
laboratério (Hahn-Hagerdal et al., 2006). Para uma producéo economicamente viavel do
etanol em escala industrial, torna-se necessario, um alto rendimento da sua producéo,
que pode ser obtido pelo desenvolvimento técnico cientifico em varias etapas do
processo de producdo, desde melhoramentos na coleta, no transporte e estoque dos
residuos, como nos métodos de processamentos da biomassa, integracdo dos processos,
melhoramento dos micro-organismos utilizados e da hidrdlise enzimatica (Hahn-
Hégerdal et al., 2007; Stephanopoulos, 2008; Wiedemann & Boles, 2008).

1.5 Enzimas celuloliticas

A celulose é uma molécula muito estavel a temperatura ambiente, com meia vida
de milhGes de anos para a ligacdo O-glicosidica, o que implica que praticamente toda a

degradacéo da celulose envolve a acdo de enzimas (Zhang et al., 2006).

As enzimas celuloliticas podem ser produzidas por uma grande variedade de
organismos, que inclui bactérias, fungos filamentosos, leveduras, plantas e animais
(Lynd et al., 2002; Palomer et al., 2004; Castro, 2006), complexadas na superficie das
células (celulossomas), ou secretadas no meio (Pérez et al., 2002; Wen, 2009; Lynd et
al., 2002). Micro-organismos que possuem celulossomas incluem diferentes espécies de
bactérias dos géneros Clostridium e Ruminococcus, que sdo encontradas em ambientes
anaerdbicos. O celulossoma permite que as enzimas atuem nas proximidades da célula e
diminui a difusdo dos produtos de hidrolise (Lynd et al., 2002). Os fungos celuloliticos
e outras bactérias (geralmente aerébicas) produzem celulases que, na sua maioria, sdo
secretadas pelas células para fazer a degradacdo do substrato (Pérez et al., 2002). Esse
sistema de degradacgéo de celulose é bastante caracterizado pelos estudos realizados com
os fungos aerobicos, principalmente o Trichoderma reesei (Béguin & Aubert, 1994).

O complexo celulolitico é um sistema enzimatico induzivel. Apesar dos micro-
organismos estudados terem produzido niveis mais elevados de celulases quando
crescidos em meio com celulose, a expressdo do sistema celulolitico também pode
ocorrer pela presenca de outros compostos como celobiose, lactose ou soforose no meio

de cultura. Dessa forma ha uma consideravel variagcdo no nivel de transcrigdo e no tipo
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de genes de celulases que serdo transcritos dependendo da fonte de carbono usada para
o crescimento. Por outro lado, a repressdo catabolica de carbono € um mecanismo
regulatério onde o produto final da hidrélise da celulose interage com proteinas

celulares que impede a transcricdo dos genes celuloliticos (Rojas Rejon et al., 2007).

As celulases pertencem a familia das O-glicosil hidrolases (EC 3.2.1.n), que
consiste em um grupo de enzimas que hidrolisam a ligacao glicosidica entre dois ou
mais carboidratos, ou entre um carboidrato e um néo-carboidrato (Henrissat, 1991;
Bourne & Henrissat, 2001). O mecanismo de acdo para todas as celulases envolve
doacgdo parcial de proton pelo grupo &cido carboxilico da enzima. A hidrolise ocorre
com retencdo ou inversdao da configuracdo do carbono anomérico, dependendo da
natureza do nucledfilo. Se o nucledfilo € um grupo carboxilato da enzima, entdo um
mecanismo de duplo deslocamento ocorre (Lynd et al., 2002).

A hidrdlise da celulose envolve a acdo de trés tipos principais de celulases: as
endoglicanases (EG), as exoglicanases (ExG), e as B-glicosidases (BG) (Sun & Cheng,

2002). A Tabela 1 apresenta as classificacfes das enzimas celuloliticas.

Tabela 1. ClassificagBes das enzimas celuloliticas segundo Enzyme Comission e a

IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular Biology.

Celulase Enzyme Comission IUBMB

Endoglicanases EC3.2.14 1,4-B-D-glicana-4-
Glicanoidrolases

Exoglicanases EC 3.2.1.91 1,4-B-D-glicana-4-
Glicanoidrolases

B-Glicosidases EC3.2.1.21 B-glicosideo
glicohidrolases

As enzimas do sistema celulolitico foram classificadas com base no modo de

catalise sobre a fibra de celulose (Figura 4). As principais classes sdo discutidas abaixo:

a) Endoglicanases (EG)
As endoglicanases clivam randomicamente as liga¢Ges internas das microfibrilas

que se encontram nas regides menos cristalinas (amorfas), diminuindo o comprimento

12



1.INTRODUCAO

das mesmas e, consequentemente, gerando novas extremidades livres. Essas enzimas
sdo responsaveis pela solubilizacdo do polimero celul6sico devido a sua fragmentagédo
em oligossacarideos (Castro, 2006). O sitio ativo das endoglicanases possui geralmente
a forma de fenda, possibilitando a acdo das enzimas ao longo da cadeia de celulose. As
regibes de menor organizacdo estrutural séo mais facilmente atacadas, pois possuem
cadeias que ndo estdo envolvidas em interacbes de hidrogénio intermoleculares t&o
fortes quanto as que ocorrem nas regides cristalinas, levando, consequentemente, a uma
maior exposicdo das ligacGes glicosidicas mais internas da cadeia.

As endoglicanases sdo geralmente monémeros sem ou com baixa glicosilag&o.
Em sua maioria, atuam em situacdes otimas de pH entre 4,0 e 5,0 e de temperatura entre
50 e 70°C. Estudos mostram que muitos fungos produzem multiplas endoglicanases
como, por exemplo, o Trichoderma reesei, que produz ao menos cinco EG (EGI/Cel7B,
EGII/Cel5A, EGIII/Cel12A, EGIV/Cel61A e EGV/Cel45A).

b) Exoglicanases (ExG) ou celobiohidrolases (CBH)

As celobiohidrolases agem de maneira progressiva nas extremidades redutoras
(CBHI) e néo-redutoras (CBHII) da celulose, com maior afinidade por celulose
insolivel ou microcristalina, produzindo uma redugdo lenta e gradual no grau de
polimerizacdo pela liberacdo de glicose e principalmente, celobiose como produto. O
sitio ativo das celobiohidrolases possui geralmente forma de tdnel por onde a cadeia de
celulose penetra e sofre hidrolise de suas ligacGes glicosidicas terminais. Essas enzimas
geralmente sofrem inibicdo pelo seu proprio produto de hidrolise (celobiose) (Martins,
2005).

Similares as EG, as CBH sdo geralmente monémeros sem ou com baixa
glicosilacdo, com situacfes 6timas de pH entre 4,0 e 5,0, no entanto, com temperatura

6tima de atuacédo variando entre 37 e 60°C.

c) B-glicosidases (BG)

As B-glicosidases atuam nos residuos de celodextrina (GP<7) e principalmente
celobiose, e os hidrolisam a glicose. S&o os componentes que regulam a velocidade do
processo, pela remogdo da celobiose do meio reacional, que é um potente inibidor

competitivo das celobiohidrolases (Lynd et al., 2002).
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As BG séo as celulases com maior variabilidade em relagdo a sua estrutura e
localizacdo. Enquanto algumas BG sdo monoméricas simples com massa molecular de
~35 kDa (por exemplo, a Bgl de Pleurotus ostreatus) outras tém estrutura dimérica (por
exemplo, a Bgl de Sporobolomyces singularis) com 146 kDa ou mesmo estrutura
trimérica com ~450 kDa (por exemplo, a Bgl de Pisolithus tinctorius). Além disso, a
maioria das BG sdo glicosiladas e em alguns casos, como a BG monomeérica de 300
kDa do fungo Trametes versicolor, o grau de glicosilacdo é de até 90%. Com relacdo a
localizagdo celular, as BG podem ser agrupadas em trés diferentes classes:
intracelulares, associadas a parede celular ou extracelulares. Ndo surpreendentemente,
as condi¢cdes Otimas de pH das enzimas variam de acordo com o local de atuagéo,
entretanto, as temperaturas Otimas de atuacdo variam entre 45 e 75°C (Lynd et al.,
2002).
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Figura 4. Esquema simplificado da hidrolise enzimatica da celulose catalisada pelo
sistema celulolitico. (a) Estrutura inicial da celulose; (b) Celulose parcialmente
hidrolisada; (c) Solucdo exterior contendo celobiose como principal produto
intermediério; (d) Solucdo final de glicose. EG) endoglicanases; CBHI e CBH II)
exoglicanases; BG) B-glicosidases (BG) (adaptado de Gusakov et al., 2011).

As enzimas do complexo celulolitico atacam o substrato de forma sinergistica. O
sinergismo resulta em um aumento de eficiéncia pela agdo de dois ou mais componentes

de um sistema quando comparado a acdo de cada um deles isoladamente. No caso das
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celulases, esse sinergismo faz com que a velocidade de formacdo de produtos soltveis
aumente significativamente quando comparado a velocidade de acdo das enzimas
isoladas, mesmo entre celulases produzidas por espécies diferentes de micro-
organismos (Klyosov, 1995). Esse sinergismo foi comprovado a partir de estudos de
cada uma das enzimas, separadas e conjuntamente. Endoglicanases hidrolisam as
ligacBes internas nas regiGes mais acessiveis (amorfas) da celulose gerando novas
extremidades livres. Celobiohidrolases conseguem penetrar nas regides cristalinas das
microfiblilas degradando o polimero de celulose a partir das extremidades geradas pelas
endoglicanases. As p-glicosidases complementam a degradacdo clivando os
celooligossacarideos e celobiose gerados pelas celobiohidrolases. O sinergismo ocorre
também entre os diferentes subtipos de celobiohidrolases, uma vez que ha enzimas que
atacam as extremidades redutoras (CBHI) e outras que atacam as extremidades néo-
redutoras (CBHII) das fibras de celulose (Lynd et al., 2002).

Com relacgdo a estrutura, a maioria das endoglicanases e exoglicanases de micro-
organismos celuloliticos possui dois dominios distintos, o dominio de ligacdo a celulose
(CBD - Cellulose Binding Domain) e o dominio catalitico (CD - Catalytic Domain), que
abriga o sitio ativo (Figura 5). Esses dominios estdo ligados por meio de uma cadeia
polipeptidica flexivel (linker) O-glicosilada e rica em prolinas, serinas e treoninas. O
sitio ativo possui como funcdo a hidrélise das ligacGes glicosidicas da celulose e cada
classe de celulase possui uma forma diferente de sitio ativo, permitindo a hidrolise de
ligagBes localizadas em regides distintas do substrato. A funcdo do dominio de ligacao
ao substrato estad associada a adsorcdo, que permite o aumento da concentracdo das
celulases na superficie da celulose, por meio de interacdes ndo-covalentes, como
ligagBes de hidrogénio, forcas eletrostéticas e interagdes hidrofébicas (Martins, 2005).
Celulases possuindo apenas o dominio catalitico, sem CBD, sdo capazes de se ligar a
celulose, mas a afinidade de ligacdo € menor do que aquela encontrada em enzimas com
os dois dominios. H& também estudos que mostram que a atividade enzimaética €
prejudicada quando o linker é reduzido ou deletado, sugerindo que seu comprimento é
importante para garantir flexibilidade e ag&o independente dos dois dominios (Srisodsuk
etal., 1993).
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Figura 5. Modelos 3D de CBHI e CBHIIl. O dominio catalitico (CD, dominios
maiores) € ligado por um longo linker ao dominio de ligacdo a celulose (CBD, dominios

menores) (adaptada de Buckeridge & Goldman, 2011).

As celulases ocupam o terceiro lugar no ranking mundial das enzimas
produzidas industrialmente devido a sua utilizacdo no processamento de algodéo,
reciclagem de papel, formulacdo de detergente, extracdo de sucos, bioestonagem e
biopolimento de tecidos, extracdo de 6leo vegetal, entre outras (Dillon, 2004, Wilson,
2009). Os fungos filamentosos sdo 0s organismos mais utilizados industrialmente na
producdo destas enzimas, principalmente dos géneros Aspergillus, Trichoderma,
Humicola, Penicillium e Phanerochaete (Singhania et al., 2010). As empresas,
Novozymes e Genencor Danisco, consagradas na producdo comercial de enzimas, se
destacam na producdo de celulases para conversdo de biomassa (Singhania et al., 2010).

As celulases comerciais sdo relativamente caras e dificeis de serem produzidas
em grandes quantidades, representando uma fragéo significativa no custo de producao
do etanol de 2° geracgdo, podendo refletir em até 18% do custo operacional de uma
planta (Kirk et al., 2002; Cherry & Fidantsef, 2003).

Portanto, a quebra dos polissacarideos pelo processo enzimatico € ainda o maior
gargalo econémico e biotecnolégico na producdo de biocombustiveis. Esta etapa tem
sido estudada durante varios anos e apresenta-se como solugdo para a conversédo de
biomassa a etanol (Klyosov, 1995, Mielenz, 2001). Além disso, a producdo das enzimas
hidroliticas se feita durante o proprio processo de fermentacdo conduzido por um micro-
organismo capaz de produzir ndo apenas o etanol, mas também todas as enzimas

necessarias a hidrolise da celulose, ou um micro-organismo que apresentasse alta
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producdo in house destas enzimas, representaria uma economia no custo total do

processo de producao.

1.6 Saccharomyces cerevisiae como sistema de expressdo heteréloga

S. cerevisiae € um organismo unicelular que se reproduz assexuadamente por
brotamento, é anaerobico facultativo e apresenta fendtipo Kluyver positivo, ou seja, €
capaz de produzir etanol na presenca de oxigénio em altas concentracdes de glicose
(0,15 g/L) (Cot et al., 2006; Kingsman & Kingsman, 1988; Leite et al., 2008).

A principal via metabdlica envolvida na fermentacdo alcodlica de S. cerevisiae é
a via da glicélise (via Embden-Meyerhof), na qual uma molécula de glicose é
metabolizada e duas moléculas de piruvato sdo produzidas. Tal processo bioquimico
envolve 12 reacBes em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima
especifica. Este aparato esta confinado no citoplasma celular, sendo, portanto, nessa
regido que se processa a fermentacéo alcodlica. Em condicfes anaerdbicas, o piruvato é
reduzido a etanol com a liberagcdo de CO; (Figura 6). A reacdo envolve a producdo de 2
moles de etanol, 2 moles de CO,, e 2 moles de ATP por mol de glicose fermentada.
Com base em massa, cada grama de glicose pode, teoricamente, produzir 0,51 grama de
alcool e 0,49 gramas de CO, (Bai et al., 2008). Entretanto, na préatica, o rendimento de
etanol produzido ndo excede usualmente 90-95% do valor teérico devido ao
requerimento celular de nutrientes para a sintese de nova biomassa celular e outras
demandas relacionadas com a manutencdo celular, além de reacOGes laterais
(normalmente a formacéo de glicerol e &cido succinico) que podem consumir até 4-5%
do substrato total (Basso et al., 2008).
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Figura 6. Representacdo simplificada do catabolismo anaerdbio de S. cerevisiae.

A fermentacdo ocorre em resposta a duas condigcdes: anaerobiose (baixa
concentracdo de oxigénio) e concentracOes de glicose (acima de 0,15 g/L de glicose)
mesmo na presenca de oxigénio, sendo a concentracdo de glicose o fator primario no
controle da fermentacdo. Quando as leveduras sdo crescidas na presenca de oxigénio,
com baixa concentracdo de acUlcar, ou quando a captacdo de agucar pelas células é lenta,
o complexo da enzima piruvato desidrogenase direciona o fluxo glicolitico para a
respiracdo, ja em anaerobiose, ou em altas concentracdes de acucar, a fermentacdo é
favorecida, pois o carbono excedente ndo direcionado para a respiracdo ¢ metabolizado
pela enzima piruvato descarboxilase favorecendo a fermentacéo (Badotti, 2005; Ferea et
al., 1999; Postma et al., 1989). Em anaerobiose, a atividade da via glicolitica aumenta
em até 8 vezes para compensar a baixa producdo de ATP. O objetivo primordial da
levedura ao metabolizar o agUcar, é gerar o ATP (energia quimica) que sera empregada
na realizacdo dos trabalhos fisioldgicos e biossinteses necessarios & manutencdo e
reproducdo da célula. O etanol e 0 CO, resultantes constituem produtos de excrecao,
sem utilidade metabdlica para a célula (Bai et al, 2008).

A levedura S. cerevisiae apresenta varias caracteristicas desejaveis para a
obtencdo de produtos de base (commodities), incluindo robustez em ambientes
industriais, ser um organismo seguro (GRAS - Generally Regarded as Safe)
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(Ostergaard et al., 2000) e facilmente manipulado geneticamente pela tecnologia do
DNA recombinante. A expressao heter6loga em S. cerevisiae é facilitada por possuir
um protocolo de transformacéo simples e uma taxa de recombinacdo homéloga muito
eficiente in vivo, além de a levedura possuir um plasmidio natural, o 2, que permite a
construcdo de vetores para a transferéncia de genes e sistemas de expressao (Brandao,
1996). A levedura secreta apenas 0,5% de suas proteinas, podendo este nivel ser
aumentado pela secrecdo de uma proteina heteréloga. Durante as Ultimas décadas os
estudos em engenharia genética tém permitido criar linhagens de S. cerevisiae capazes
de produzir proteinas de interesse em grandes quantidades.

As enzimas do sistema celulolitico de diversos micro-organismos ja foram
expressas em S. cerevisiae como exemplificado na Tabela 2. A maioria dos trabalhos
relata bons niveis de producdo e secrecdo para o meio de cultura quando o gene da
enzima recebe um peptideo sinal. Segundo Minamiguchi et al. (1995), os niveis de
glicosilacdo da enzima, quando existentes, ndo aumentam significativamente a massa
molecular da enzima em relacdo ao tamanho da nativa e ndo interferem na atividade

enzimatica.

Tabela 2. Exemplos de celulases produzidas por expressdo heterdloga em

Saccharomyces cerevisiae.

Celulase Origem Referéncia

Cel7B e Cel5A Penicillium decumbens Wei et al. (2010)
Endoglicanase 1 e 3 Thichoderma longibrachiatum Lynd et al. (2002)
Endoglicanase Clostridium thermocellum Jeon et al. (2009a)
EGII e CBHII Thichoderma reesei Fujita et al. (2004)
CBHI Thichoderma reesei Den Haan et al. (2007)
CBH1 Talaromyces emersonii llmén et al. (2011)
Cécel7 Cochliobolus heterostrophus limén et al. (2011)
B-Glicosidase Cellulomonas biazotea Rajoka et al. (2003)

McBride et al. (2005)
Saccharomycopsis
BGL1 Jeon et al. (2009a,b)

fibuligera
Shen et al. (2008)
BGL4 Humicola grisea Benoliel et al. (2010)
BGL1 Aspergillus aculeatus Tokuhiro et al. (2008)
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No entanto, diferentemente das endoglicanases e celobiohidrolases que sé&o
facilmente secretadas pela S. cerevisiae, as p-glicosidases, em sua maioria, apresentam
certa dificuldade, permanecendo intracelular ou no espaco periplasmatico. Para
contornar esse problema diversos trabalhos tem optado por meio da engenharia de
superficies de células (YSD - Yeast Surface Display), ancorar essas enzimas na parede
celular da levedura S. cerevisiae por meio, principalmente, da fusdo genética das
enzimas com a por¢do C-terminal da a-aglutinina, proteina naturalmente ancorada na
parede celular da levedura, sem perda das suas funcbGes. Dessa forma, tem-se
conseguido construir linhagens de Saccharomyces capazes de crescer em meio com
celobiose como unica fonte de carbono (Katahira et al., 2006; van Rooyen et al., 2005;
McBride et al., 2005; Fujita et al., 2004; Yanase et al., 2010). Ancorar a BGL1 de S.
fibuligera na superficie celular de S. cerevisiae através da fusdo da proteina madura
com a regido de ancoragem da a-aglutinina permitiu que a linhagem recombinante
crescesse em celobiose a uma taxa praticamente igual ao crescimento em glicose em
condi¢cdes anaerdbias (van Rooyen et al.,, 2005). Uma linhagem de S. cerevisiae
recombinante expressando BGL1 de S. fibuligera também ancorada a parede celular,
utilizou 5,2 g/L de celobiose e produziu 2,3 g/L de etanol em 48 h, enquanto que S.
cerevisiae secretando BGL1 para o meio de cultura utilizou apenas 3,6 g/L de celobiose
e produziu 1,5 g/L de etanol durante 0 mesmo periodo (Guo et al., 2011).

Recentemente, uma nova estratégia vem sendo abordada para permitir o
crescimento da levedura em celobiose. Tal estratégia consiste na expressdo de
transportadores de celodextrinas, além da expresséio de uma B-glicosidase
intracelularmente (Galazka et al., 2010; Ha et al., 2010; Li et al., 2010; Guo et al.,
2011; Ha et al., 2011). Galazka et al. (2010) construiram uma S. cerevisiae
recombinante capaz de expressar a B-glicosidase intracelular GH1-1 e o transportador
de celodextrinas CDT-1, ambos do fungo Neurospora crassa, e crescer em celobiose.
Guo et al. (2011), utilizando a mesma estratégia, mostraram que uma linhagem
recombinante de S. cerevisiae co-expressando a BGL1 de S. fibuligera e uma B-glicosil
permease de Bacillus subtilis cresceu em celobiose, sendo mais eficiente do que a
expressao da mesma B-glicosidase ancorada a parede celular ou secretada para 0 meio
de cultura.

A producgdo direta de etanol a partir de celulose tem também sido relatada

através da co-expressdo de genes de celulases envolvidos na reacdo de hidrolise da
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celulose na levedura S. cerevisiae, como mostrado na Tabela 3. Fujita et al. (2004)
produziram etanol a partir de PASC, sem a adi¢do de celulases, utilizando uma
linhagem recombinante de S. cerevisiae ancorando na superficie da celula as celulases
EGIl e CBHII de T. reesei e BGL1 de A. aculeatus. O rendimento de etanol produzido a

partir de PASC consumido foi de 0,45 g/g, o0 que corresponde a 88,5% do rendimento
tedrico.
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Tabela 3. Exemplos recentes de producdo direta de etanol a partir de fontes de celulose e celobiose por linhagens de S. cerevisiae

expressando enzimas celuloliticas.

3 0]
Enzimas Localizacdo Substrato Produgdo de Tempo /O,d.o valor Referéncia
etanol tedrico
) B-glicana 20 g/L 9,15¢g/L 40 h 80,3%
Eggl_Dl CS: ;‘E‘L‘I‘i'og’fgans Extracelular CMC 20 g/L 11,03 g/L 40 h - Jeon et al., 2009b
' g Celobiose 50 g/L 7,50/L 50h -
EGLII e CBH Il - T. reesei 0 .
BGL1 - A, aculeatus Parede celular PASC 10 g/l 290g/L 40 h 88,5% Fujita et al., 2003
EGLII - T. reesei 9
BGL1 - S. fibuligera Secretada PASC 10 g/l 1g/L 192 h 73% Den Haan et al, 2007
EGLII e CBHII - T. reesei Parede celular PASC 10 g/L 2,1g/L 60 h i yanase et al.. 2010
BGL1 - A. aculeatus Extracelular PASC 10 g/L 1,6 g/L 60 h N
: ~ B-glicana 20 g/L 9,67 g/L 16 h -
Egdff'_";sar}?;ﬁ“ gr'athermoce”um Extracelular CMC 20 g/L 8,56 g/L 28 h - Jean et al., 2009a
- 11oullg PASC 10 g/L 7,16 g/L 36h .
BGL1-S. f'b“"ge.“”.‘ Intracelular Celobiose 10 g/L 0,414 g/L 96 h 94% Guo et al., 2011
Permease - B. subtilis
i . 0 .
EGLIle CBHII - T. reesei Extracelular 10% Palha de milho 2,6 % viv 120 h 63% Khramtsov et al., 2011
BGL1 - A. aculeatus (Peso secolv)
BGL1 Parede celular Celobiose 90 g/L e 0 .
Enzimas de assimilag&o da xilose Extracelular Xilose 60 g/L S7.4glL 48h 73,8% Saitoh etal., 2010
EGL/CBH/BGL Parede celular PASC 20 g/L 7,6 g/L 72 h 75% Yamada et al., 2011
GH1-1 e transportador CDT-1 Intracelular Celobiose 20g/L 8,8 g/L 96 h 86,3% Galazka et al., 2010

N. crassa
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1.7 Pichia pastoris como sistema de expresséo heterdloga

P. pastoris por oferecer economia, facil manipulacdo e altos niveis de expressdo
é um hospedeiro adequado para a sintese de celulases recombinantes, para ser utilizada
na producdo de etanol de 2% geracdo. Como as celulases comercializadas sdo um
produto de alto custo, a producdo in house destas enzimas diminuiria os custos do
processo.

Pichia pastoris € uma levedura metilotrofica muito utilizada na expresséo de
proteinas heterdlogas para pesquisa basica e uso industrial. Usando este sistema, mais
de 400 proteinas ja foram expressas com graus variados de sucesso (Cregg et al., 2001).
Dentre as caracteristicas vantajosas de P. pastoris como sistema de expressao
heter6loga, destacam-se as seguintes: a levedura desfruta do status GRAS, é de féacil
manipulacdo genética, expressa proteinas em altos niveis, e possui uma via eucariética
de secrecdo capaz de promover modificacbes pos-traducionais como formacgdo de
pontes dissulfeto, O- e N-glicosilagio e processamento de sequéncias sinais
(Hohenblum et al., 2004). Além disso, nesta levedura as proteinas sdo glicosiladas de
forma mais semelhante aos metazoarios (em média, 8-14 residuos de manose em
cadeias de oligossacarideos) (Bretthauer & Castellino, 1999). Esse sistema é também
considerado de uso rapido, facil, e mais econbmico que os sistemas de expressdo
derivados de eucariotos superiores, como 0s sistemas baseados em cultura de células de
mamiferos (Gellissen, 2000).

O eficiente e altamente reguldvel promotor do gene codificador da alcool
oxidase 1 (AOX1) é o mais usado em vetores de expressdo comerciais para dirigir a
expressao de genes heterélogos. A expressao de alcool oxidase 1 € controlada em nivel
transcricional: em células crescidas em metanol ~5% do RNA poliA™ provém da
transcricdo do gene AOX1 enquanto que em células crescidas em outras fontes de
carbono, o0 mensageiro AOX1 é indetectavel (Cregg et al., 2002). A regulacdo do gene é
controlada por dois mecanismos: um envolvendo repressao/desrepressdo e outro,
indugdo. O promotor AOX1 e fortemente reprimido quando as células crescem em
glicose e na maioria das outras fontes de carbono. Contudo, a auséncia de uma fonte de
carbono repressora no meio ndo resulta em uma transcricdo substancial do AOX1,

sendo, a presenga de metanol como unica fonte de carbono, essencial para a inducao de
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altos niveis de proteina (constituindo mais de 30% do total de proteinas sollveis)
(Tschopp et al., 1987).

As técnicas requeridas para a manipulacdo molecular de P. pastoris, tais como:
transformacéo, substituicdo génica e clonagem por complementacdo funcional, s&o
semelhantes as descritas para S. cerevisiae (Cregg & Cereguino, 2001). A expressdo de
proteinas heter6logas embora possa ser realizada em culturas de frascos, niveis
proteicos séo tipicamente maiores em culturas de fermentadores. Uma vez que 0 meio
definido de sais para P. pastoris (contendo apenas glicerol ou metanol, biotina, sais,
elementos tracos e &gua) é econdémico e bem definido, esta levedura é ideal para
producdo em larga escala (Cregg et al., 2001).

Assim como em S. cerevisiae, genes de celulases de diversos micro-organismos
tém sido rotineiramente clonados e expressos nesta levedura para a produgdo em escala
industrial. Desta forma, utilizando fungos filamentos como doadores de genes, Ding et
al. (2001), isolaram um gene de endoglicanase de Volvariella volvacea, e expressaram
em P. pastoris. A atividade enzimaética especifica alcancou valores de 241 U/mg de
proteina. Da mesma forma, o gene da endoglicanase cell2 isolado de Fomitopsis
palustri, apresentou atividade enzimatica quando expresso em P. pastoris de 118,21 U
(Byeong-Cheo et al., 2008). Uma endoglicanase do fungo Penicillium decumbens foi
também expressa em Pichia e apresentou atividade sobre celulose amorfa (PASC)
obtendo como principais produtos de hidrdlise: celobiose, celotriose e celotetrose (Liu
et al., 2010). A B-glicosidase termotolerante (BGL1) isolada do fungo endofilico
Periconia sp., foi expressa com sucesso em P. pastoris e apresentou as mesmas
situacbes Otimas de temperatura e pH quando comparada a enzima nativa
(Harnpicharnchai et al., 2009). Mais recentemente, Samanta et al. (2012) isolaram o
gene da endoglicanase Il de T. reesei e expressaram em P. pastoris sob o controle do
promotor AOX1. A atividade especifica da endoglicanase Il foi de 220,57 U/mg de
proteina, no entanto, foi observado um aumento da massa molecular provavelmente
devido a hiperglicosilacdo, o que ndo alterou a temperatura ou o pH 6timo da enzima
guando comparada a nativa. Genes de leveduras também foram expressos em P.
pastoris. Uma carboximetilcelulase da levedura Cryptococcus sp. (CSCMCase), foi
expressa com sucesso sob o controle do promotor AOX1. A produgéo heterdloga foi 657
vezes maior do que a producdo pela levedura nativa (Thongekkaew et al., 2008). A B-

glicosidase 1 da levedura S. fibuligera foi também eficientemente expressa no
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sobrenadante da levedura P. pastoris, alcangando 47 U/mL no meio de cultivo (Shao et
al., 2005).

Uma estratégia que esta sendo muito utilizada para aumentar a expressdo de
genes em P. pastoris é a otimizacdo dos codons do gene de interesse pelos codons
preferenciais utilizados pela levedura. A endoglicanase 1 (E1) de Acidothermus
cellulolyticus, usada extensivamente nas pesquisas sobre celulases, teve os codons
otimizados para expressdo em Pichia e alcangcou 550 mg/L no sobrenadante da cultura.
A endoglicanase (EGL) do fungo Aspergillus niger foi também expressa em P. pastoris
apos otimizacdo dos codons e apresentou 220,7 U/mL de atividade sobre CMC 1%
quando cultivada em biorreator (Shumiao et al., 2010). O gene para a 1,3-1,4-$-D-
glicanase de Fibrobacter suc. truncado foi otimizado e expresso em P. pastoris,
utilizando a sequéncia do peptideo sinal de S. cerevisiae (fator o). A producdo da
endoglicanase resultante foi surpreendentemente alta chegando a 3 g/L (Huang et al.,
2008). Mellitzer et al. (2012), expressaram com cddon otimizado a CBHII do fungo T.

reesei e conseguiram o alto rendimento de 5,984 g/L de enzima.

Apesar de existirem poucos exemplos de expressdo de proteinas de >10 g/L,
existem muitos exemplos de expressdo de >1 g/L, elevando P. pastoris para um dos
mais produtivos sistemas de expressdo eucariotica disponiveis (Macauley-Patrick et al.,
2005). Por tudo isso, o sistema de expressdao de P. pastoris tem sido cada vez mais
utilizado e tem-se mostrado como uma atraente alternativa para a hiperexpressao de

genes heterdlogos para fins biotecnoldgicos.

1.8 Desenvolvimento de linhagens de leveduras produtoras de celulases in house

Desde 2004, a Petrobras tem desenvolvido pesquisas junto a universidades
publicas para viabilizar a produgdo de etanol lignoceluldsico, considerado a segunda
geracdo de biocombustiveis como alvo estratégico da empresa. No dia 25/10/2007, a
empresa inaugurou no seu Centro de Pesquisa (CENPES), localizado no Rio de Janeiro,
a primeira unidade experimental brasileira para a produgéo, em escala-piloto, de etanol
a partir de bagaco de cana-de-agucar pelo processo de SSF. No entanto, o impedimento
central a uma utilizagdo mais difundida do SSF e ainda o alto custo e o baixo
rendimento na producéo de etanol. As celulases empregadas nas etapas iniciais do SSF
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na hidrolise da celulose sdo produzidas separadamente, fato este que aumenta
significativamente os custos do processo.

Tradicionalmente, proteinas sdo  co-expressas em  micro-organismos
recombinantes pela criagdo de simples fusbes, onde o produto priméario contém
sequéncias linkers de clivagem tais como sitios de reconhecimento de proteases ou de
clivagem proteolitica (de Felipe et al., 2006; Torres et al., 2010; Osborn et al., 2005).
Para reduzir a quantidade de construcdes para a expressao das trés celulases necessarias
para a degradacédo da celulose, e permitir futuramente que possa ser realizado um ajuste
estequiométrico das celulases produzidas, os genes para duas enzimas celuloliticas serdo
arranjados in tandem, separados pela sequéncia 2A ou pelo sitio de reconhecimento da
endoprotease Kex2p.

O gene KEX2 de S. cerevisiae codifica para uma endoprotease de membrana que é
responsavel pela clivagem sitio-especifica de um par de residuos de aminoacidos (Lys-
Arg) no precursor do fator a. A enzima Kex2p é uma serina-protease dependente de
ions célcio presente no complexo de Golgi, destinada a processar as proteinas na via
secretdria. A protedlise sitio especifica € um aspecto na maturagdo de proteinas e tem
uma acdo crucial na ativacdo de muitas delas. A incorporacéo de sitios de clivagem para
a endopeptidase KEX2 é um recurso muito utilizado para criar fusdes génicas que serdo
clivadas in vivo quando passarem pelo complexo de Golgi, secretando proteinas
independentes para 0 meio. Tem sido extensivamente utilizada para expressdo
heter6loga de fusbes génicas em leveduras e fungos (Broekhuijsen et al., 1993; Bae et
al., 1998; Ahn et al., 2004).

O uso da sequéncia 2A do virus da febre aftosa (FMDV - Foot-and-Mouth
Disease Virus) é uma estratégia alternativa que vem sendo recentemente utilizada para
criar construcdes multicistronicas capazes de gerar multiplas proteinas a partir do
mesmo transcrito (Osborn et al., 2005).

Estudos iniciais revelaram que a sequéncia 2A - compreendendo a regido de 18
residuos de aminoacidos de 2A assim como a prolina do N-terminal da proteina 2B
(imediatamente ap6s 2A) - é capaz de mediar a clivagem de forma co-traducional, ou
seja, na passagem pelo ribossomo, em seu proprio C-terminal. Quando esta sequéncia
de oligopeptideo é introduzida entre proteinas repdrteres para criar uma poliproteina
artificial, as proteinas sdo clivadas eficientemente de forma analoga ao virus, com 90%

do produto sendo traduzido na forma clivada (Ryan & Drew, 1994). Mais recentemente
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foi comprovado que a adicdo de sequéncias ao N-terminal de 2A (14 residuos de
aminoacidos, ou mais, da proteina do capsideo 1D) aumenta a atividade de auto-
clivagem para 99% (Donnely et al., 2001a). A sequéncia 2A, apds a clivagem, fica
localizada como uma extensdo C-terminal da proteina upstream desta sequéncia e todos
0s produtos de segmentacdo downstream de 2A contém uma prolina no N-terminal
(Donnelly et al., 2001b).

A segmentacdo mediada por 2A ja foi demonstrada em todas as ceélulas
eucaridticas testadas até agora (mamifero, inseto, leveduras, fungo, planta). Genes
fusionados utilizando o peptideo 2A foram expressos com sucesso sendo 0 transcrito
clivado em proteinas independentes e funcionais quando expressas nas leveduras S.
cerevisiae e P. pastoris (de Felipe et al., 2003; Roongsawang et al., 2010).

O presente projeto, que € apoiado financeiramente pela Petrobras, visa abordar
este problema pelo desenvolvimento de uma linhagem de S. cerevisiae, modificada
geneticamente que possa fornecer quantidades constantes de celulases (atividade de
endoglicanase, exoglicanase ¢ B-glicosidase) durante todo o processo fermentativo,
reduzindo o efeito inibitdrio da celobiose e da glicose e tornando o SSF mais produtivo.
Assim como, a construcdo de uma linhagem da levedura P. pastoris, conhecida por
expressar grandes quantidades de proteinas heterdlogas, capaz de produzir celulases,
para complementar a produgdo pela levedura fermentadora, evitando a necessidade da
importacdo de enzimas.

As celulases escolhidas para serem utilizadas neste trabalho sdo celulases de
fungos com sistema celulolitico ja caracterizados, e conhecidas por terem alta atividade
sobre seus substratos:

e Endoglicanase Il do fungo T. reesei (Cel5A). E uma das mais abundantes
enzimas secretadas pelo fungo (10% do total de proteinas secretadas) (Goyal et
al., 1991). E a enzima com maior atividade hidrolitica, sendo responsavel por
grande parte da atividade de endoglicanase (55%) produzida por T. reesei
(Suominen et al., 1993). Possui um dominio de ligagéo a celulose (CBD), pH
de atuacdo 6timo em torno de 4,6-4,8, temperatura 6tima entre 50-55°C e 40
kDa. Ja foi extensivamente expressa em S. cerevisiae mostrando-se ativa e com

caracteristicas semelhantes a nativa (Qin et al., 2008).
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e Celobiohidrolase 1.1 do fungo P. chrysosporium. Corresponde a
celobiohidrolase CBH1.3 descrita por Covert et al, (1992). E a
celobiohidrolase mais secretada pelo fungo quando na presenca de celulose.
Apresenta dominio de ligacdo a celulose na regido C-terminal. Quando
expressa na levedura S. cerevisiae MFL apresentou 95-98% do total da
atividade no meio de cultura, pl 4,7, e massa molecular estimada em ~70 kDa,

provavelmente devido a glicosilacdo j& que sua massa predita é de 54,9 kDa.

e p-Glicosidase 4 do fungo H. grisea var thermoidea. A BGL4 ¢ a enzima que
mostrou maior atividade sobre a celobiose dentre todas as seis B-glicosidases
purificadas do fungo H. grisea (Takashima et al., 1999). Quando expressa em
S. cerevisiae, a enzima recombinante caracterizada apresentou pH 6timo de
6,0, temperatura 6tima de 40°C (proxima a temperatura ideal de fermentacéo)
e, em especial, tolerancia a inibicdo competitiva por glicose, apresentando um
Ki de 70 mM, alto em comparacdo com os valores de Ki geralmente
encontrados 5-10 mM. Porém, quando o gene bgl4 foi expresso em uma
linhagem laboratorial de levedura, a enzima, apesar de funcional, mostrou-
se retida no periplasma, tornando a levedura incapaz de usar celobiose

como fonte de carbono (Benoliel et al., 2010).

e PB-Glicosidase BGL1 de S. fibuligera. A BGL1 é uma das duas B-glicosidases
produzidas por este fungo, e a Unica com atividade de hidrélise de celobiose.
Apresenta 220 kDa, temperatura e pH 6timos de 50°C e 4,8, respectivamente
(Chi et al., 2009). Diversos trabalhos ja expressaram com sucesso a BGL1 em
S. cerevisiae. As leveduras recombinantes foram capazes de secretar a enzima
e crescer em meio contendo celobiose como Unica fonte de carbono (McBride
et al., 2005; Den Haan et al., 2007; van Rooyen et al., 2005). Também foi
demonstrado que quando ancorada a parede celular permite o crescimento da
levedura em celobiose (Zhang et al., 2012).

e p-Glicosidase intracelular GH1-1 do fungo N. crassa e transportador de
celodextrinas cdt-1. A B-glicosidase GH1-1 é a enzima intracelular mais

relevante produzida pelo fungo N. crassa quando induzido por celulose
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(Znameroski et al., 2012). Apresenta 55 kDa e € capaz de degradar celobiose,
celotriose e celotetraose (Ha et al., 2010). Embora pouco caracterizada, esta
enzima vem sendo utilizada em trabalhos recentes, juntamente com o
transportador CDT-1 (NCUO00180). O transportador CDT-1 é um dos sete
transportadores que tem sua transcricdo aumentada quando o fungo é crescido
em meio com celulose. Sua delegcdo impede o consumo de celobiose, celotriose
e celotetraose pelo fungo. Embora tenha alta afinidade por celobiose (Km de
4,0£0,3 puM), celodextrinas sdo também transportadas, nos dois sentidos
(Galazka et al., 2010).

A linhagem de S. cerevisiae escolhida para o trabalho, a MFL, possui algumas
caracteristicas desejaveis do ponto de vista industrial como alta produtividade de etanol,
resisténcia a estresses e tolerancia ao etanol. A linhagem MFL ¢é considerada “semi-
industrial”, pois ¢ um mutante auxotréfico da linhagem FTPT472 isolada de um
fermentador industrial da Fundacdo Tropical de Pesquisas Tecnoldgicas André Tosello
em Campinas (S&o Paulo).

A levedura P. pastoris, que ndo secreta nenhuma enzima lignocelulésica enddgena
em quantidades significantes, permite a producdo de preparacbes de enzimas
celuloliticas heter6logas quase puras sem a necessidade de processamentos caros e
custosos. Além disso, o requerimento de meios simples e facilidade de utilizacdo em
biorreatores permitem producdo em larga escala com baixo custo (Mellitzer et al.,
2012).

O presente projeto apresenta um forte apelo de inovacdo tecnolégica com
imediatas aplicacbes em uma das areas mais estratégicas da economia nacional, a
producdo de biocombustiveis. O projeto foi conduzido a fim de desenvolvermos
estratégias para a producéo de celulases em leveduras, o primeiro passo para viabilizar a
producdo de etanol lignoceluldsico. Espera-se, portanto, reduzir os custos inerentes a
importacdo de enzimas, tornando vidvel a producdo de etanol a partir do bagaco de

cana-de-agucar.
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2.1 Geral

Desenvolver linhagens recombinantes das leveduras S. cerevisiae e P. pastoris

produtoras de enzimas celuloliticas a fim de serem empregadas em processos para a

producdo de etanol a partir de celulose.

2.2 Especificos para construcdo de linhagens de S. cerevisiae

Construir linhagens da levedura S. cerevisiae que expressem 0s genes das trés
classes de celulases (endoglicanase, exoglicanase e p-glicosidase),
separadamente, e avaliar as atividades enzimaticas produzidas;

Criar fusbes génicas com os genes da endoglicanase e da exoglicanase utilizando
a sequéncia 2A e o sitio de clivagem para a protease Kex2p como sequéncias
linkers de clivagem;

Construir linhagens da levedura S. cerevisiae que expressem as duas diferentes
fusbes génicas e comparar 0s sistemas quanto as atividades enzimaticas
produzidas;

Co-expressar 0s genes das trés classes de celulases em uma Unica linhagem de S.

cerevisiae e avaliar as atividades enzimaticas produzidas.

2.3 Especificos para construcao da linhagem de P. pastoris

Clonar os genes em fusdo génica em vetor integrativo de expressdo induzida
(promotor AOX1) em P. pastoris;

Construir linhagem de P. pastoris GS115 (expressdo induzida) que expresse as
celulases EGLII e CBHI.1 e selecionar o transformante com maior producéo;

Analisar a atividade enzimatica.
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Celobiohidrolase
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Figura 7. Estratégia para construcdo de linhagem celulolitica de S. cerevisiae.

32



3.ESTRATEGIAS

Linhagem de Pichia pastoris produtora de celulases
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Transformacdo da linhagem G5115

Screening dos clones

Anidlise de atividade enzimatica

reesei

Figura 8. Estratégia para construcdo de linhagem celulolitica de P. pastoris.
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4.1 Micro-organismos utilizados

4.1.1 Bactérias

Escherichia coli linhagem DH5a. (Gibco BRL) — endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl AlacU169 (¢#80lacZ4AM15) 1U169 dcoR phoA.

4.1.2. Leveduras e fungos

Saccharomyces cerevisiae linhagem MFL — leu2.

A MFL é considerada uma linhagem semi-industrial, pois € um mutante auxotrofico
para 0 gene LEU2 da linhagem FTPT472 isolada de um fermentador industrial na
Fundacdo Tropical de Pesquisas Tecnoldgicas André Tosello em Campinas (S&o
Paulo).

Trichoderma reesei linhagem RUT C-30 (ATCC 56765).

Linhagem hipersecretora mais amplamente utilizada para producdo de enzimas
celuloliticas, obtida apos trés rodadas de mutacGes aleatorias da linhagem selvagem
QMéa.

Saccharomycopsis fibuligera linhagem selvagem DSM-70554. Cedida gentilmente
pelo Prof. Jodo Atilio Jorge, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto.

Neurospora crassa linhagem selvagem FGSC 424. Cedida gentilmente pelo Prof.

Jodo Atilio Jorge, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

Pichia pastoris linhagem GS115 his4 (Invitrogen).
As linhagens his4 possuem uma mutacdo no gene histidinol desidrogenase (HI1S4)
para permitir a selecdo do vetor de expressdo contendo o gene HIS4 apos

transformacéo.
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4.2 Enzimas

Tag DNA polimerase — Phusion High Fidelity (New England Biolabs) utilizada
como indicado pelo fabricante.

Enzimas de restricdo
As enzimas Notl, Bglll, BamHI, Xbal, EcoRV, Sacl, BstEll, Sall e HindllI
foram obtidas da New England Biolabs e Fermentas Life Sciences e utilizadas como

indicado pelo fabricante.

Enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs) — utilizada na concentragdo de 40
U/L nas reagdes de ligacao.

RNAse A
RNAse A (“DNAse-free”) 10 mg/mL
Acetato de sodio pH 4,8 50 mM

Fervida em banho-maria por 10 minutos

Novozyme (Novo Biolabs) — utilizada na concentracdo 100 mg/mL para extracdo de
DNA total de leveduras.

Fosfatase Antartica (New England Biolabs) — fosfatase alcalina utilizada para a
remogao de grupos fosfato 5° de vetores previamente digeridos com enzima de

restricéo.

4.3 Marcadores

Marcadores de DNA (Anexo 1)

O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder Invitrogen;

Ladder 1kb Gibco;

2 log DNA Ladder New England Biolabs;

DNA de fago A digerido com EcoRI e Hindlll (A Eco/Hind) ou BstE Il (A
BStEIN).
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Marcadores de proteinas

Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences);

4.4 Kits

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) — utilizado para extragdo e purificacdo de
DNA de gel de agarose.

Superscript 11 First-strand Synthesis Systems for RT-PCR (Invitrogen) — utilizado
para a construcao de cDNAs.

RNAeasy Mini kit (Quiagen) — utilizado para extracdo de RNA de fungo.

MegaBACE Dye Terminator - utilizado no sequenciamento de DNA.

4.5 Iniciadores (Primers)

Os primers utilizados foram sintetizados pela IDT (Integrated DNA
Tecnologies) (Tabela 4).
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Tabela 4. Sequéncias dos primers utilizados nas reacbes de PCR, com suas
respectivas sequéncias, temperatura de anelamento e sitios de restricdo (sublinhado).

anci ' U
Produto Primer Sequéncia (5' — 3') (10-8 Sitio
Eglll-F g%gccAAAATGAACAAGTCCGTGGCTC 64.9 | BamHI
Endoglicanase
T reosei EgllI-R iWTTACTTTCTTGCGAGACACG 69.8 | Not
Cbhl.1-F GGGATCCAAAATGTTCCGCACTGCTACTT
TG— 62,8 | BamHI
Exoglicanase Cbhl.1-RS | GGCGGCCGCTTAGTAGCACTGGGAGTAGT
P ATG 66,8 | Notl
crysosporium Cbhl 1-R GTCTAGAGTAGCACTGGGAGTAGTATGGG 612 Xbal
. T i)
GTCTAGAGAAGCTAGACATAAACAAAAG
2A- ATTGTTGCTCCAGTTAAACAAACTTTGAA
Endoglicanase 2A-Eglll-F | CTTTGATTTGTTGAAATTGGCTGGTGATGT | 71,3 | Xbal
T. reesei TGAATCTAATCCAGGGCCCATGAACAAGT
CCGTGGCTCCATTG
Kex2-
7 GTCTAGACGAATGGATAAAAGGGCACAG
Endogllcan_ase Eglll-F1 CAGACTGTCTGGGGCCA 69,8 | Xbal
T. reesei
Betaglu-F GGAATTCGGGCCGTCCATCTGGGACA 62,7 | EcoRl
Betaglu-R GGAATTCGGATCCTTACTCCTTGCGAATC | ., o | EcoRI /
o AAGCTATC | BamHI
B-Glicosidase ["AGLUBGL4- | GGAATTCAAGCTTATCATGTCTCTTCCTCC 600 | ECORI /
H. grisea F GGA | Hindll
AGLUBGL-R | GGAATTCCTCCTTGCGAATCAAGCTATC 62,0 EcoRI
Bgl1PS-F GGGATCCAAAATGTTGATGATAGTACAGC
TTiTTG 59,3 | BamHlI
Bgl1-R TGCGGCCGCTCAAATAGTAAACAGGACAG 652 | Notl
B-Glicosidase ATGT ’
S. fibuligera Bgl1-F iGAATTCGTCCCAATTCAAAACTATACCC 58,8 | EcoRl
BalLAGlU-F GCCATGGAAGCTTAAAATGTTGATGATAG Ncol /
giiAg TACAGCTT 61,4 | Hindlll
Bgl1AgIUt-R ;(?AATTCAATAGTAAACAGGACAGATGTC 56.3 | EcoRl
Transportador celtt-F ;AA%A;AGCTTATGGCTCACAGCATAAACGA 72.7 | Hindill
cdt-1 AACAAGCTTCTAAATTGTAACTTTCTCGTC .
N. crassa celtt-R ATCCi 70,1 | Hindlll
CGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCT
Gene d Zeo-BlasF3 | ATACGAAGTTATAGATCTCCCACACACCA | 66,1 | Bglll
resi;gfwiz . TAGCTTCAAAATG
Ga1s CGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATT Balll
Zeo-BlasR3 | ATACGAAGTTATAGATCTAGCTTGCAAAT | 66,6 9

TAAAGCCTTCGAG
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4.6 Ferramentas de bioinformatica

Busca das sequéncias: GenBank (NCBI) - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Célculo do contetdo de G+C: “Genomics %G~C Content Calculator” —
(http://www.sciencebuddies.org/mentoring/project_ideas/Genom_GC_Calculator.sht

ml).

Traducéao conceptual: “Molecular Toolkit” -

(http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/index.html).

Anélises de restricdo: NEBcutter V2.0 -
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).

Alinhamento: ClustalW - (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/index.html).

Analise da qualidade do sequenciamento: PHRED e PHRAD -
(http://www.unb.br/ib/cel/biomol).

4.7 Vetores

Os mapas dos vetores utilizados encontram-se nos anexos (Anexos 2-8).

4.7.1 Vetores de clonagem

pBluescript Il KS (Stratagene) - utilizado para clonar os produtos de PCR. Possui 0
gene de resisténcia a ampicilina como marca de selecéo, origem de replicacao do fago
fl, parte do gene lacZa que codifica o fragmento amino terminal da enzima (-
galactosidase, sitio multiplo de clonagem e sitios para 0s primers T7, SP6 e M13

Universal e M13 Reverso, flanqueando a regido de clonagem (Anexo 2).

pPGEM-T (Promega) - utilizado para clonar os produtos de PCR. Possui 0 gene de
resisténcia a ampicilina como marca de selecdo, origem de replicacdo do fago f1,

parte do gene lacZo que codifica o fragmento amino terminal da enzima [-
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galactosidase, sitio multiplo de clonagem e sitios para os primers T7, SP6 e M13

Universal e M13 Reverso, flanqueando a regido de clonagem (Anexo 3).

pPGEM-Aglul - utilizado para clonar genes de interesse fusionados a porcédo C-
terminal da a-aglutinina de S. cerevisiae. Vetor pPGEM-T com a porc¢do C-terminal do
gene da o-aglutinina e regido terminadora (1409 pb) clonado no sitio ECORV do sitio

maltiplo de clonagem. Vetor construido em nosso laboratdrio.

plJ-Aglul - utilizado para clonar genes de interesse fusionados a por¢do C-terminal
da a-aglutinina de S. cerevisiae. Vetor plJ derivado do pUC18 que tem o sitio Bglll
flanqueando o sitio maltiplo de clonagem modificado. Possui o gene de resisténcia a
ampicilina como marca de selecdo, origem de replicacdo do fago f1, parte do gene
lacZo. que codifica o fragmento amino terminal da enzima B-galactosidase, e sitios
para 0s primers T7, SP6 e M13 Universal e M13 Reverso, flanqueando a regido de
clonagem (Janssen & Bibb, 1993). Construido em nosso laboratério, possui a por¢do
C-terminal do gene da a-aglutinina de S. cerevisiae (920 pb) clonado nos sitios ECoRI

e Hindlll do sitio multiplo de clonagem (Anexo 4).

4.7.2 Vetores de expressao para S. cerevisiae

Y1PGK1 — vetor epissomal com origem de replicacdo em levedura baseado no 2,
utilizado para expressao de genes de interesse em S. cerevisiae. Possui 0 gene de
resisténcia a ampicilina como marca de selecdo em bactéria e o gene LEU2 como
marca de selecdo para levedura. O promotor e a regido terminadora sdo do gene
PGK1 da levedura S. cerevisiae (modificado de Moraes et al., 1995) (Anexo 5).

YEp351PGK - vetor epissomal com origem de replicacdo em levedura baseado no
2\, utilizado para expressao de genes de interesse em S. cerevisiae. Possui 0 gene de
resisténcia a ampicilina como marca de selecdo em bactéria e 0 gene LEU2 como
marca de selecdo para levedura. O promotor e a regido terminadora sdo do gene
PGK1 da levedura S. cerevisiae (Moraes et al., 1995) (Anexo 6).

YADH351-Hind- — vetor epissomal com origem de replicacdo em levedura baseado

no 2, utilizado para expressdo de genes de interesse em S. cerevisiae. Possui 0 gene
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de resisténcia a ampicilina como marca de sele¢cdo em bactéria e 0 gene LEU2 como
marca de selecdo para levedura. O promotor e a regido terminadora sdo do gene

ADH1 da levedura S. cerevisiae (modificado de Moraes et al., 1995) (Anexo 7).

4.7.3 Vetores de expressao para P. pastoris

pPIC9 (Invitrogen) — utilizado para expressao induzivel de genes de interesse em P.
pastoris. Possui 0 gene de resisténcia a ampicilina como marca de selecdo em bactéria
e 0 gene HIS4 como marca de selecdo para levedura. O promotor e a regido

terminadora da transcri¢cdo sdo do gene AOX1 (Anexo 8).

4.7.4 VVetores para obtencéo de genes de interesse

pPUEXO - utilizado como molde para isolamento do gene cbhl.1 de P. crysosporium.

Vetor pBlueScript 11 KS com o gene cbhl.1 clonado, construido por Brandéo (1999).

YBG4 - utilizado como molde para isolamento do gene bgl4 de H. grisea. Vetor
YEp351PGK (Moraes et al., 1995) com o gene bgl4 clonado por Benoliel et al.
(2010).

pPICK - utilizado para isolamento do gene da canamicina. Vetor pPIC9 que contém
0 gene kanMX de Escherichia coli transposon Tn903 que confere resisténcia ao
antibiotico G418 (Reis et al., 2012). Devido a presenca dos sitios loxP flanqueando o
gene kanMX a delegdo da marca pode ser feita expressando-se a recombinase Cre
(Gulldener et al., 1996).

4.8 Meios de cultura e solucdes

Os meios e solugdes foram preparados com agua destilada e esterilizados em
autoclave por 20 minutos a 120°C. Algumas solucBes sensiveis ao calor foram
esterilizadas por filtracdo usando-se membranas de 0,22 pum. Quando necessario
foram adicionados os devidos antibiéticos nas seguintes concentracfes: ampicilina

100 pg/mL e canamicina 100 pg/mL para bactérias; e G418 150 pug/mL para
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leveduras. As solucbes foram agrupadas de acordo com a metodologia a qual foram

empregadas.

4.8.1 Meios para bactérias

Meio LB (Luria — Bertani)

Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona de caseina 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)

pH ajustado para 7,2.

Meio LB-Agar
Meio LB adicionado de agar bacteriologico 1,5% (p/v).

Meio SOB
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona de caseina 2% (p/v)
NaCl 0,0584% (p/v)
KCI 0,0186% (p/v)

pH ajustado para 7,2.

4.8.2 Meios para leveduras

Meio YPD (Meio extrato de levedura peptona glicose)

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

Meio YPD-Agar
Meio YPD adicionado de agar bacterioldgico 2% (p/v).

Meio YPDS-Agar (Meio extrato de levedura peptona glicose com sorbitol)
Extrato de levedura 1% (p/v)
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Peptona de caseina 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
Sorbitol 1M

Agar bacterioldgico 2% (p/v)

Meio YPC (Meio extrato de levedura peptona celobiose)

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

YP-CMC Tamponado (Meio extrato de levedura peptona carboximetilcelulose)

YNB 0,67% (p/v)
CMC 0,5% (p/v)
Tampao Asp-Glu (pH 5,5) 0,4% (p/v)

SD (Meio minimo com glicose)
YNB (yeast nitrogen base without 0,67% (p/v)
aminoacids — DIFCO)
Glicose 2% (p/v)

SC-Tamponado (Meio minimo com celobiose)

YNB 0,67% (p/v)
Celobiose 1% (p/v)
Tampao Asp-Glu (pH 5,5) 0,4% (p/v)

SD-Agar e SC-Agar Tamponado
Meio SD (ou SC-Tamponado) adicionado de agar bacteriologico 2% (p/v).

SD-CMC-Agar Tamponado (Meio minimo com glicose e CMC)

YNB 0,67% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
CMC 0,5% (p/v)
Tampéo Asp-Glu (pH 5,5) 0,4% (p/v)
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Agar 1% (p/v)

MD (Meio minimo com glicose)

Biotina 4 x 10°% (p/v)

YNB 1,34% (p/v)

Glicose 2% (p/v)
MD-Agar

Meio MD adicionado de &gar bacterioldgico 2% (p/v).

MM (Meio minimo metanol)

YNB 1,34% (p/v)

Biotina 4 x 10°% (p/v)

Metanol 0,5% (v/v)
MM-Agar

Meio MD adicionado de &gar bacterioldgico 2% (p/v).

MD-CMC-Agar Tamponado e MM-CMC-Agar Tamponado

Meio MD-Agar e MM-Agar adicionado de carboximetilcelulose (CMC low
viscosity - Sigma) 0,5% (p/v) e 100 mM de Tampdo Fosfato de Potassio (pH 6,0).

Meio BMGY (Meio complexo tamponado com glicerol)

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

YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4 x 10°% (p/v)
Glicerol 1% (v/v)

Meio BMMY (Meio complexo tamponado com metanol)
Extrato de levedura 1% (p/v)

Peptona de caseina 2% (p/v)
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Tampao fosfato (pH 6,0)
YNB

Biotina

Metanol

4.8.3 Meios para fungos

Meio de inducao de celulases

CMC
Sigmacel

Solucdo de Sais

Solucéo de Sais
Na,B407:10H,0
MgS04.7H,0
KH,PO,

Solucdo de Elementos Traco

Elementos traco
KCI
CuS04-5H,0
FeSO47 H,O
Na;Mo0QOy-2 H,0O
ZnS04 7H,0

4.8.4 Tampoes

Tampéao Asp-Glu 20X

Acido Aspartico
Acido Glutamico

pH ajustado para 5,5.

100 mM
1,34% (p/v)

4 x 10°% (p/v)
0,5% (v/v)

1% (p/v)
1% (p/v)
7,5% (vIv)

0,004% (p/v)
1% (p/v)
7,6% (p/v)
5% (v/Iv)

0,0026% (p/v)
0,04% (p/v)
0,0714% (p/v)
0,08% (p/v)
0,0008% (v/v)

8% (p/v)
8% (p/v)
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Tampao Fosfato de Potassio 1 M
K,HPO,
KH,PO,
pH ajustado para 6,0.

4.9 Transformacao de bactéria

Tampéao de Transformagcéo |

RbCl

MnCl,-4H,0

CaCly-2H,0

Glicerol PA

Acetato de Potassio 1 M (pH 7,5)
O pH da solucéo foi ajustado para 5,8.
Solucéo esterilizada por filtrag&o.

Tampao de Transformacao 11
RbCl
CaCly-2H,0
Glicerol P.A.
MOPS 1 M (pH 6,8)

Solucdo esterilizada por filtracéo.
4.10 Extracao de DNA plasmidial
Solucéo I (Tampéo Tris— EDTA)
Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA

Glicose

Solucéo 11 (Solucéo de Lise alcalina)
NaOH

4,43% (p/v)
8,25% (p/v)

12 g/L
9,9 g/L
1,59/L
150 mL
30 mL

1,2 g/L
1,5¢g/L
150 mL
20 mL

25 mM
10 mM
50 mM

02M
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SDS 1% (p/v)

Preparada no momento do uso.

Solucéo 111 (Solucéo de Neutralizacéo)
Acetato de sodio 3IM
Acido acético 2 M
pH ajustado para 4,8-5,0

4.11 Analise de DNA em gel de agarose

Tampao Tris-acetato EDTA (TAE) 1X
Tris-Acetato 40 mM
EDTA 1 mM

pH ajustado para 8,5

Tampao de amostra para gel de agarose (1X)

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

4.12 Transformacao de S. cerevisiae

Tampé&o One-step

Acetato de Litio 0,2M
PEG 4000 40% (p/v)
DTT 100 mM

Solucgdes preparadas separadamente e misturadas no momento do uso.

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

Tampéao de amostra 2X
Tris-HCI 1 M (pH 6,8) 200 mM
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SDS 4% (p/v)
B-Mercaptoetanol 4% (v/v)
Glicerol 20% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

Tampaéo de corrida — Tris-glicina 5X (Estoque)

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

Acido tricloroacético (TCA)

A um frasco fechado contendo 100 g de TCA foi adicionado 45,4 mL de agua.

A solucdo resultante corresponde a TCA 100% (p/v), estocado a 4°C.

Gel concentrador 5%
Acrilamida:Bis-acrilamida (30:0,8) 2,5mL

Tris-HCI 1 M (pH 6,8) 5mL
Agua destilada 12,15 mL
SDS 10% (p/v) 0,2 mL
APS 10% (p/v) 0,150 mL
TEMED (Gibco BRL) 0,015 mL

Gel separador 12,5 %
Acrilamida:Bis-acrilamida (30:0,8) 12,5 mL

Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) 3,75 mL
Agua destilada 13,21 mL
SDS 10% (p/v) 0,3mL
APS 10% (p/v) 0,225 mL
TEMED (Gibco BRL) 0,015 mL
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4.14 Revelacgao de proteinas com Coomassie blue

Solucéo corante
Coomassie brilliant blue G-250 0,25% (p/v)
Metanol 30% (v/v)

Acido acético glacial 7% (VIV)
Solucédo descorante
Metanol 30% (v/v)

Acido acético glacial 7% (VIV)

4.15 Extracio de DNA gendmico de levedura

Tampéo SE
Sorbitol 09M
EDTA 100 mM

pH ajustado para 7,5.

TE2
Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM
EDTA 20 mM
Clorofane
Fenol 1v
Cloroférmio 1v

Homogeneizado com solucdo de equilibrio.

TE
Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM
EDTA 1 mM
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4.16 Solucbes para ensaios de atividade enzimatica

Reagente DNS (Miller, 1959)

Acido Dinitrosalicilico (DNS) 1% (p/v)

NaOH 2 M 20% (v/v)

Tartarato de Sodio e Potassio 30% (p/v)

O tartarato de sodio e potassio foi dissolvido em 500 ml de agua destilada
aquecida e adicionado ao DNS previamente dissolvido em NaOH também aquecido.
A solucdo foi agitada sob aquecimento até ser observada a completa dissolucdo dos
reagentes. O volume foi entdo completado para 1000 mL com &gua destilada.

Tampadao Acetato de Sédio 1 M (pH 5,5)
Acetato de Sodio 7,45% (p/v)
Acido acético 0,53% (v/v)
pH ajustado para 5,5
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5.1 Extracdo de RNA total

Os fungos T. reesei e N. crassa foram cultivados em meio de inducdo de
celulases e incubados a 30°C a 220 rpm por 48 horas. O micélio dos fungos foi
coletado por filtracdo em papel de filtro estéril. Uma quantidade de 2 a 5 g (peso
umido) foi utilizada para a extragdo de RNA utilizando o kit comercial RNAeasy Mini
kit (Qiagen), seguindo as recomendacdes do fabricante.

5.2 Sintese de cDNA — Transcrigao reversa

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA total extraido, utilizando-se
o kit comercial Superscript Il First-strand Synthesis Systems for RT-PCR

(Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabricante.

5.3 Extracédo de DNA total de levedura (modificado de Burke et al., 2000)

As leveduras foram inicialmente cultivadas em 40 mL de meio completo YPD
a 30°C e 200 rpm por 48 horas. As células foram coletadas por centrifugacdo a 3000 g
por 5 minutos a temperatura ambiente e ressuspendidas em 3 mL de tampédo SE. Apds
a adicdo de 100 puL de uma solugdo de Novozyme 100 mg/mL (Novo Biolabs), o
sistema foi misturado e incubado a 37°C por 60 minutos. A suspensdo foi
centrifugada a 3000 g por 5 minutos, e em seguida, as células foram ressuspendidas
em 3 mL de TEy. Apo6s adicdo de 0,5 mL de SDS 10%, incubou-se a suspensao a
65°C por 30 minutos. Foi adicionado 1,5 mL de acetato de potassio 5 M (pH 8,9) ao
sistema, que foi entdo misturado gentilmente e incubado no gelo por 30 minutos.
Apos centrifugacdo a 10000 g por 10 minutos a 4°C, foi adicionado 1 volume de
clorofane ao sobrenadante, previamente transferido para um tubo limpo, para a
extracdo por inversdo dos tubos. Depois de centrifugar a 3000 g por 10 minutos, a
fase aquosa foi transferida para um novo tubo e o DNA foi precipitado com 2,5
volumes de etanol. O sistema foi incubado a temperatura ambiente por 5 minutos e,
em seguida, centrifugado a 10000 g por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado

uma vez com etanol 70%, seco e ressuspendido com 200 de pL TE + RNAse (1pug de

50



5.METODOLOGIA

RNAse A a 10 mg/mL para cada 100 pL de TE). A concentracio de DNA foi

determinada em gel de agarose, e 0 mesmo guardado a 4°C até o uso.

5.4 Reacéo de polimerizagdo em cadeia (PCR)

Para a amplificacdo de DNA por meio de PCR os sistemas foram montados
com um volume final de 50 puL, como descrito: 10 ng de DNA genomico como molde
(ou cerca de 0,1-1 ng de DNA plasmidial), 0,2 uM de cada um dos primers (Tabela
4), 0,2 mM de dNTPs; tampao da DNA polimerase para uma concentracdo final de
1X, ja adicionado de 2 mM de cloreto de magnésio e 2U da enzima Phusion DNA
polimerase. A amplificacgdo foi executada por 30 ciclos onde o DNA foi desnaturado a
94°C por 1 minuto, anelado a temperatura ideal para cada par de primers (indicado na
Tabela 4) por 1 minuto e elongado a 72°C por 1-2 minutos. Apds a amplificacdo, 1/5

do sistema de reacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose.

5.5 Sequenciamento de DNA

As reacdes de sequenciamento foram realizadas com 100 a 200 ng de
plasmidios quantificados por espctrofotometria utilizando o GeneQuant RNA/DNA
Calculator pro (Biochrom, UK) e analisadas no sequenciador automéatico MegaBACE
1000 (Molecular Dynamics) utilizando-se o kit MegaBACE Dye Terminator. A
analise da qualidade do sequenciamento foi realizada pelos programas PHRED e
PHRAD (www.unb.br/ib/cel/biomol), e a andlise das sequéncias foi feita por
comparagdo com as sequéncias depositadas em banco de dados, com o auxilio do
programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

5.6 Analise em gel de agarose (Sambrook et al., 2001)

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para analise dos fragmentos de
DNA. A agarose foi preparada na concentracdo de 0,8% (p/v) em tampé&o de corrida
TAE 1X e foi adicionado brometo de etideo (andlogo de base que se intercala na
molécula de DNA e emite fluorescéncia violeta quando excitado com luz ultravioleta)
para concentragdo final de 0,5 pg/mL. O tampao de amostra foi diluido para a

concentragéo final de 1X nas amostras de DNA a serem analisadas. As amostras e 0s
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marcadores moleculares foram aplicados no gel e submetidos a eletroforese com a
corrente e voltagem adequadas (1-5 V/cm). Para visualizacdo da amostra de DNA o

gel foi exposto a luz ultravioleta

5.7 Purificacédo e eluicdo de fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA de interesse, apds analise em gel de agarose, foram
recortados do gel e purificados utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen),

conforme as especificacfes do fabricante.

5.8 Ligacéo de fragmentos de DNA (Vetor-Inserto)

Os sistemas de ligacdo foram realizados de modo que a razdo molar entre
vetor e inserto fosse de 1:5. A enzima T4 DNA Ligase foi utilizada com o tampéo de
reacdo fornecido pelo fabricante. Os sistemas foram incubados a 4°C por, pelo menos,
14 horas antes de serem utilizados para transformacédo de bactérias.

5.9 Digestao de DNA com enzimas de restricao

As digestdes foram realizadas conforme instrucbes dos fabricantes 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 a
eficacia da enzima. Geralmente foram utilizadas 10 U de enzima para cada 5 pg de
DNA, incubados a 37°C por 2 horas. O volume de enzima utilizado ndo ultrapassou
10% do volume final da reacdo para evitar a degradacdo inespecifica do DNA pela

enzima.

5.10 Desfosforilacao de vetores linearizados

Os vetores linearizados com apenas uma enzima de restricio foram
desfosforilados com a enzima Fosfatase Antartica para evitar sua religacdo. A reacao
de desfosforilagdo foi realizada utilizando-se 100 ng de DNA, 1 U da enzima

Antarctica Phosphatase (New England Biolabs) e tampao fornecido pelo fabricante.
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O sistema foi incubado a 37°C por 25 minutos e depois, para inativacdo da enzima, a

65°C por 5 minutos.

5.11 Preparacao de células bacterianas competentes para choque térmico

O preparo de células de E. coli competentes para choque térmico foi realizado
como descrito por Hanahan (1983) com modificagdes. As células da linhagem de E.
coli desejada foram crescidas em 5 mL de meio SOB e incubadas a 37°C durante a
noite sob agitacdo a 250 rpm. Um mililitro do pré-indculo foi adicionado a 50 mL de
meio SOB e essa cultura incubada a 37°C sob agitacdo (250 rpm) até atingir ODggo de
0,3. As células foram coletadas por centrifugacdo a 3000 g por 10 minutos a 4°C e
ressuspendidas em 16 mL de Tampdo de transformacdo |. Ap6s 15 minutos de
incubacdo no gelo as células foram submetidas a uma nova centrifugacdo sob as
mesmas condi¢des e entdo ressuspendidas em 4 mL de Tampéao de transformacéo II.

As células foram aliquotadas em tubos de 1,5 mL (100 puL/tubo) e estocadas a -80°C.

5.12 Transformacéao de Escherichia coli por choque térmico

Uma aliquota de 100 pL de células competentes previamente preparada foi
utilizada para cada sistema de ligagcdo. As células retiradas do freezer a -80°C foram
deixadas no gelo até que descongelassem. Adicionaram-se 5 puL do sistema de ligagdo
as células, e as mesmas foram novamente incubadas no gelo por 30 minutos. Ap6s
este periodo, as células foram submetidas a um choque térmico a 37°C, por 5 minutos
e, apoOs adi¢ao de 900 puL. de meio LB, o sistema foi incubado a 37°C por 1 hora. As
células foram espalhadas em placas contendo LB-agar e o antibidtico adequado

seguindo-se incubacdo a 37°C durante a noite.

5.13 Preparacao de DNA plasmidial em pequena escala (mini-prep) (adaptado de
Sambrook et al., 2001)

Uma colbnia de bactéria transformada foi inoculada em 3 mL de meio LB
contendo o antibidtico adequado e cultivada a 37°C por 16 horas. Estas células foram
coletadas através de centrifugacdo a 12000 g por 2 minutos a 4°C, e ressuspendidas

em 200 pL de solugdo I. Em seguida, foram adicionados 360 pL de solucdo II,

53



5.METODOLOGIA

preparada na hora, e a amostra foi homogeneizada, com cuidado, por inversdo rapida
do tubo. Apo6s incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados ao
lisado 300 pL de solucdo Il gelada, procedendo-se nova homogeneizagdo por
inverséo do tubo, gentilmente. A solugédo foi entdo incubada no gelo por 5 minutos e
coletada a 12000 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo contendo 750 pL de isopropanol. A solucdo foi homogeneizada por inverséo e
submetida a uma nova centrifugacdo a 12000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 200 pL. de TE. Foram adicionados 100
uL de clorofane. Apoés forte agitacdo, o sistema foi coletado a 6000 g por 3 minutos.
A fase aquosa foi recuperada em um tubo limpo, onde foram adicionados 750 pL de
etanol 100% gelado. A mistura foi centrifugada a 12000 g por 5 minutos a
temperatura ambiente. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado.
Apos secagem por exposi¢do ao ar, o precipitado foi ressuspendido em 50 pL de TE
contendo RNAse A (1 puL RNAse 10 mg/mL para 100 uL. de TE). O DNA plasmidial

foi estocado a -20°C até o uso.

5.14 Preparacdo de DNA plasmidial em média escala (midi-prep) (adaptado de
Sambrook et al., 2001)

O procedimento foi 0 mesmo do descrito para a preparacdo de plasmidios em
pequena escala. Apenas os volumes das solucbes utilizadas foram ajustadas ao
volume de cultura de 50 mL. A analise e a estocagem do material, também seguiram

0s procedimentos da mini-preparagao.

5.15 Transformacéao de levedura

5.15.1 S. cerevisiae

As transformacOes da levedura S. cerevisiae com 0s vetores de expressao
foram realizadas utilizando o método de transformacgdo em fase estacionéria descrito
por Chen et al. (1992). A levedura foi crescida durante a noite em meio YPD a 30°C
sob agitacdo de 200 rpm até atingir a fase estaciondria. Um volume de 200 pL de
celulas foram coletados por centrifugacdo a 10000 g por 10 segundos sendo

ressuspendido em tampédo One Step, ao qual foram adicionados de 50 a 1000 ng de
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DNA plasmidial, para um volume final de 100 pL. As células foram incubadas a 45°C
durante uma hora e semeadas em placas de meio minimo SD. No caso da sele¢cdo com
G418, apos incubacdo a 45°C foi adicionado 1 mL de meio YPD ao sistema e apos 2
horas incubado em shaker a 30°C, as células foram semeadas em placas de meio
minimo SD adicionado de G418 (150 pug/mL). As placas foram incubadas em estufa a
30°C por 72 horas.

5.15.2 P. pastoris

Uma col6nia da levedura P. pastoris, foi crescida em 5 mL de meio YPD por
24 horas a 30°C sob agitacdo de 200 rpm. Cerca de 0,2-0,5 mL do pré-inéculo foi
adicionado a 100 mL de meio YPD. As células foram crescidas durante a noite, até
uma ODgo ~1,3-1,5. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1500 g por 5
minutos a 4°C e ressuspendidas em 100 mL de agua estéril gelada (4°C). As células
foram coletadas como anteriormente, e ressuspendidas em 50 mL de &gua esteril
gelada. Apos a repeticdo deste ultimo procedimento, as células foram ressuspendidas
em 10 mL de sorbitol 1 M gelado. Apds centrifugacdo nas mesmas condicbes
anteriores, as células foram ressuspendidas em 0,8 mL de sorbitol 1 M gelado. Para a
eletroporacdo, 80 puL das células foram misturadas a 5-10 pg do DNA plasmidial
(previamente linearizado) e 320 pL de sorbitol 1 M gelado, e entdo transferidas para
uma cubeta de eletroporacdo de 0,2 cm gelada. As células foram submetidas a
eletroporagdo em eletroporador (Gene Pulser II” da Bio-Rad) a 7,5 kV/cm, 25 uF e
400 Q. Imediatamente apds o choque, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1 M gelado na
cubeta. O conteudo foi transferido para um tubo de 1,5 mL estéril. As células foram
semeadas em placas de meio minimo MD sem histidina, para selecdo dos
transformantes com o vetor contendo a marca auxotréfica HIS4. As placas foram
incubadas em estufa a 30°C até o aparecimento de col6nias recombinantes, em torno
de 72 horas.

5.16 Selecéo de clones recombinantes

5.16.1 S. cerevisiae

Endo e exoglicanase

55



5.METODOLOGIA

Clones transformantes que cresceram nas placas de meio seletivo, foram
posteriormente semeados em placas de meio minimo SD-CMC-Agar Tamponado e
incubados em estufa a 30°C por 48 horas e depois a 50°C por 24 horas. Em seguida,
as placas foram lavadas com &gua destilada para remover as células e coradas com
solucdo de Congo Red 0,1% (p/v). As placas foram descoradas com solugdo NaCl 1
M por 15 minutos e os clones transformantes foram detectados pela formacéo de halo

de hidrdélise na area de crescimento da coldnia, indicando a degradacao do substrato.

B-Glicosidase

Clones transformantes que cresceram nas placas de meio seletivo, foram
posteriormente semeados em placas de meio minimo com celobiose (SC-Tamponado)
e incubados em estufa a 30°C por 72 horas. Os clones transformantes foram

detectados pela capacidade de crescimento no meio.

5.16.2 P. pastoris

Os clones transformantes com o vetor pPIC9 foram crescidos por 72 horas a
30°C em placa de meio minimo MM-CMC-Agar Tamponado. A cada 24 horas foram
adicionados 100-200 puL de metanol 100% na parte interna da tampa da placa para
inducdo do promotor AOX1. Em seguida, as placas foram lavadas com agua destilada
para remover as células e coradas com solu¢do de Congo Red 0,1% (p/v) por 15
minutos. As placas foram descoradas com solu¢do NaCl 1 M por 15 minutos e 0s
clones transformantes foram detectados pela formacdo de halo de hidrélise na area de
crescimento da colbnia, indicando a degradacéo do substrato.

5.17 Expressdo de recombinantes em frasco

5.17.1 S. cerevisiae

Para cada clone selecionado foi preparado um pré-inéculo em 3 mL de meio
minimo (SD), ou meio complexo (YPD). Os pré-inoculos foram crescidos por 24
horas sob agitacdo de 200 rpm a 30°C. Apos a leitura da densidade celular (ODggo),
uma concentracdo de células suficiente foi adicionada a 100 mL de meio minimo, em

frasco de 1L, para que a ODgg inicial estivesse em torno de 0,2. A cultura foi
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incubada a 30°C por 96 horas sob agitacdo de 200 rpm. A cada 24 horas uma aliquota
de 2 mL foi coletada. As células foram separadas do sobrenadante por centrifugacéo a
8000 g por 5 minutos e o sobrenadante foi utilizado para fazer a determinacdo das

atividades enzimaéticas.

5.17.2 P. pastoris

Usando uma coldnia isolada do clone selecionado, fez-se um pré-inéculo em
25 mL de meio BMGY em um frasco de 250 mL. Crescidas a 30°C sob agitacdo de
200 rpm as células foram coletadas por centrifugacdo a 1500 g por 5 minutos e 0
sobrenadante desprezado. As células foram ressuspendidas em frascos aletados de 1L
com 100 mL de meio de indugdo BMMY (para os transformantes com o vetor
pPIC9), e retornadas a agitacdo para continuar o crescimento. Adicionou-se metanol
100% para uma concentracao final de 0,5% ao meio BMMY, a cada 24 horas de
crescimento para manter a indugdo dos transformantes. A cada tempo de inducdo
foram retirados 5 mL de cada cultura. Apds centrifugacéo e descarte das células, o
sobrenadante foi utilizado para medicdo da atividade enzimaética e analise do perfil
proteico em gel SDS-PAGE.

5.18 Andlise de atividade das enzimas endoglicanase, exoglicanase e B-glicosidase

5.18.1 Determinacao de atividade sobre CMC

A atividade foi determinada por ensaio colorimétrico de detec¢cdo de agucares
redutores gerados pela hidrélise do substrato CMC. Para a detec¢do de agucares
redutores em solugéo foi utilizado o reagente DNS (Miller, 1959).

Os ensaios de atividade foram realizados nas seguintes condigdes: 50 pL de
CMC 2% (p/v), em tampéo acetato de sdédio 200 mM (pH 6,0) e 50 pL. de amostra
contendo a enzima (sobrenadante da cultura). A mistura foi incubada a 50°C por 30-
120 minutos e em seguida adicionou-se 400 pL de reagente DNS. As amostras foram
fervidas por 10 minutos e 100 uL foram diluidos em 800 puL de agua e entdo a
absorbancia foi lida a 540 nm em espectrofotdmetro. As leituras de absorbancia foram

convertidas em quantidade de equivalente de glicose, por meio da curva de calibracao
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obtida pela leitura da absorbancia de diferentes concentracdes de glicose (10 a 100
ug) com o reagente DNS (Anexo 9). Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
utilizando como branco a solu¢dao contendo 50 pL do tampao de reagdo e 50 pL do
substrato (CMC 2%); tratados como descrito anteriormente. Como controle da
concentracdo inicial de acUcares redutores no meio de cultivo, foi realizado também
reacdo com 50 puL da amostra de enzima e 50 uLL de tampao de reagdo sem o substrato
CMC e submetidos ao mesmo procedimento. Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para gerar 1 umol de equivalente de glicose

por minuto de reacao.

5.18.2 Determinacao de atividade sobre CMC em placa

Pequenas aliquotas do sobrenadante das culturas (2 plL) foram aplicados em
placa de meio minimo MD-CMC-Agar Tamponado. Apds a penetracéo do liquido no
gel, a placa foi incubada a 30°C por 24 horas. Em seguida, foi corada com solucéo de
Congo Red 0,1% (p/v). As placas foram descoradas com solugdo NaCl 1 M por 15
minutos e a formacdo de halo de hidrélise no local da aplicacdo da amostra, foi

analisada.

5.18.3 Determinacao de atividade sobre pNPC

Os ensaios de atividade utilizando o substrato sintético pNPC (Sigma) foram
realizados com 100 pL de pNPC 5 mM, em tampé&o acetato de sédio 200 mM (pH
5,5) e 100 puL de amostra contendo a enzima (sobrenadante da cultura). A mistura foi
incubada a 50°C por 120 minutos e em seguida, foi adicionado 1 mL de Na,CO3 1M.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando como branco a solugéo
contendo: 100 pL. do tampao de reagdo e 100 uL do substrato (pNPC 5 mM); tratados
como descrito anteriormente. O pNP liberado foi detectado lendo-se a absorbancia a
405 nm. Uma unidade de atividade corresponde a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 pmol de p-nitrofenol nestas condi¢gdes. Como controle, foi realizado
mesmo procedimento adicionando-se agua a reacdo, foi realizado também reagdo com
100 puL da amostra da enzima 100 de tampdo de reacdo sem o substrato pNPC. As

leituras de absorbéancia foram convertidas em quantidade de equivalente de pNP, por

58



5.METODOLOGIA

meio da curva de calibracdo obtida pela leitura da absorbancia de diferentes

concentracdes de pNP (Anexo 10).

5.18.4 Determinacéo de atividade sobre pNPG

Os ensaios de atividade utilizando o substrato sintético pNPG (Sigma), apenas
qualitativo, foram realizados com 100 pL. de pNPG 5 mM, em tampao Acetato de
sodio 200 mM pH 5,5, e 100 pL. de amostra contendo a enzima (sobrenadante da
cultura ou extrato celular diluido em &gua para ODgg de 2). A mistura foi incubada a
50°C por 60 minutos e em seguida foi adicionado 1 mL de Na,CO3; 1 M. A anélise

qualitativa foi feita pela presenca de cor amarelada decorrente da liberacdo de pNP.

5.18.5 Determinacao de atividade sobre MUC

Os ensaios de atividade utilizando o substrato sintético MUC foram realizados
com 100 uL. de MUC 5 mM, em tampao acetato de s6dio 200 mM (pH 5,5) e 100 uL.
do sobrenadante das culturas a serem analisadas. A mistura foi incubada a 50°C por
30 minutos e em seguida foi adicionado 1 mL de Na,CO3 1 M. As reacdes foram
visualizadas com luz ultravioleta, pois a degradacdo do substrato é observada pela
emisséo de fluorescéncia violeta. Como branco, foi realizado mesmo procedimento

adicionando-se agua a reacdo ao inves do sobrenadante da cultura.

5.18.6 Determinacéo de atividade sobre Sigmacel

A atividade foi determinada por ensaio colorimétrico de detec¢cdo de agucares
redutores gerados pela hidrélise da celulose microcristalina Sigmacel (Sigma). Para a
deteccdo de acgucares redutores em solucdo foi utilizado o reagente DNS (Miller,
1959).

Os ensaios de atividade foram realizados nas seguintes condig¢des: 50 uL de
Sigmacel 2% (p/v), em tampé&o acetato de sodio 200 mM (pH 5,5) e 50 uL de amostra
contendo a enzima (sobrenadante da cultura). A mistura foi incubada a 50°C por 120
minutos e em seguida adicionou-se 400 uL de reagente DNS. As amostras foram
fervidas por 10 minutos e 100 puL foram diluidos em 800 puL de agua e entdo a

absorbancia foi lida a 540 nm em espectrofotémetro. As leituras de absorbancia foram
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convertidas em quantidade de equivalente de glicose, por meio da curva de calibracao
obtida pela leitura da absorbancia de diferentes concentracdes de glicose (10 a 100
ug) com o reagente DNS (Anexo 9). Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
utilizando como branco a solugao contendo 50 uL. do tampao de reagdo e 50 pulL do
substrato (Sigmacel 2%); tratados como descrito anteriormente. Como controle da
concentracdo inicial de acUcares redutores no meio de cultivo, foi realizado também
reacdao com 50 pL. da amostra de enzima e 50 pLL de tampao de rea¢do sem o substrato
Sigmacel e submetidos a0 mesmo procedimento. Uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para gerar 1 pumol de equivalente de

glicose por minuto de reacao.

5.18.7 Determinacéo de atividade sobre papel de filtro

A atividade sobre papel de filtro foi determinada por ensaio colorimétrico de
deteccdo de acucares redutores gerados pela hidrolise papel filtro. Para a detecgdo de
acUcares redutores em solucgéo foi utilizado o reagente DNS (Miller, 1959).

Os ensaios de atividade foram realizados nas seguintes condig¢des: 50 uL de
papel de filtro (2 x 0,5 cm), em tampdo acetato de sodio 200 mM (pH 5,5) e 50 uL de
amostra contendo a enzima (sobrenadante da cultura). A mistura foi incubada a 50°C
por 120 minutos e em seguida adicionou-se 400 puL de reagente DNS. As amostras
foram fervidas por 10 minutos e 100 pL foram diluidos em 800 pL de agua e ento a
absorbéncia foi lida a 540 nm em espectrofotdmetro. As leituras de absorbancia foram
convertidas em quantidade de equivalente de glicose, por meio da curva de calibracao
obtida pela leitura da absorbancia de diferentes concentragdes de glicose (10 a 100
ug) com o reagente DNS (Anexo 9). Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata,
utilizando como branco a solugao contendo 50 uL. do tampao de reagdo e 50 puL do
substrato (papel de filtro em tampdo); tratados como descrito anteriormente. Como
controle da concentracdo inicial de acgucares redutores no meio de cultivo, foi
realizado também reacdo com 50 puL da amostra de enzima e 50 pL de tampao de
reacdo sem o substrato e submetidos ao mesmo procedimento. Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima necessaria para gerar 1 umol de

equivalente de glicose por minuto de reacao.
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5.19 Crescimento aerobico em celobiose ou CMC

Clones transformantes foram analisados quanto a capacidade de crescimento
em meio com celobiose 1% ou CMC 2% como unica fonte de carbono. Para cada
clone selecionado foi preparado um pré-indculo em 3 mL de meio complexo (YPD)
que foram crescidos por 24 horas sob agitacdo de 200 rpm a 30°C. Apos a leitura da
densidade celular (ODgg0), uma concentracdo de células suficiente foi adicionada a 50
mL de meio (SC-Tamponado, YPC ou YP-CMC), em frasco de 250 mL, para que a
ODgqo inicial estivesse em torno de 1. A cultura foi incubada a 30°C por 120 horas
sob agitacdo de 200 rpm e a capacidade de crescimento foi analisada através da leitura
da ODgq a cada 24 horas. Como controle o clone analisado foi também crescido em
meio com glicose 2% (SD ou YPD) sob as mesmas condigdes descritas.

5.20 Crescimento anaerdbico em celobiose

A fermentacdo das leveduras recombinantes foi realizada de acordo com o
método descrito por Parachin (2010). O cultivo anaerdbico foi feito em garrafas de
100 mL contendo 80 mL de meio YPC, vedadas com rolhas de silicone. O CO,
produzido foi liberado por meio de agulha colocada através da rolha. As amostras
foram coletadas através de uma canula de borracha introduzida no meio e conectada
ao ambiente por uma seringa. Foram inoculadas células para ODgq inicial de 1. O

cultivo foi realizado a 30°C sob agitacdo de 200 rpm por 96 horas.

5.21 Andlise dos produtos de fermentacédo por HPLC

Os substratos e os produtos dos cultivos aerobicos e anaerébicos foram
analisados por HPLC com a coluna Aminex HPX-87P 300 x 7,8 mm (Bio-Rad). O
sobrenadante do cultivo, apds filtrado em membrana tipo Millipore de 0,22 um, foi
aplicado a coluna. A eluicdo foi realizada a 80°C com agua como fase mével a um

fluxo de 0,6 mL/min e a deteccéo foi feita pelo indice de refracdo RID (Shimadzu).
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5.22 Preparo das amostras para SDS-PAGE

As amostras proteicas obtidas durante os cultivos foram concentradas por
ultracentrifugacdo, utilizando-se uma membrana com retencdo de 10 kDa (Centriplus

—YM 10). O sistema foi mantido a 4°C durante o processo de filtrag&o.

5.23 Anélise de proteina em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel de poliacrilamida
desnaturante segundo a descricdo de Laemmli (1970) em um sistema de eletroforese
da Amersham Biosciences. Antes da aplicacdo no gel as amostras foram fervidas
durante 5 minutos para deshaturagdo das proteinas. A corrida foi conduzida em

tampdo de corrida 1X com uma voltagem constante de 100 V.

5.24 Coloragéo com Coomassie brilliant blue

As bandas proteicas presentes foram visualizadas apos a incubacdo do gel
durante 1 hora, sob agitacdo, na solucdo corante preparada com Coomassie brilliant

blue, seguida pela descoloragdo, apds incubacdo na solucéo descorante.

5.25 Atividade enzimatica em gel de poliacrilamida (zimograma)

Apos o processo de eletroforese, o gel SDS-PAGE 12,5% contendo 0,15% de
CMC, foi tratado para revelar a atividade enzimatica conforme descrito por Sun et al.
(2008) (com modificacdes). O gel foi retirado do sistema de eletroforese e lavado
duas vezes em solucdo de isopropanol 25% em tampé&o acetato de sédio 100 mM pH
6,0 durante 20 minutos, para remover o SDS. Para a renaturagdo da enzima o gel foi
lavado com agua destilada, e posteriormente incubado em tampdo acetato de sodio
100 mM (pH 6,0) adicionado de 5 mM de B-mercaptoetanol (pequenas quantidades
auxiliam no dobramento de proteinas complexas) a 4°C durante a noite. Decorrido
este tempo foi descartada a solucéo, e o gel foi lavado em agua destilada por duas
vezes durante 2 minutos. Em seguida o gel foi transferido para uma nova solucao de
tampdo acetato de s6dio 100 mM (pH 6,0) e deixado a temperatura ambiente por 2

horas e posteriormente incubado por 3 horas a 50°C em banho pré-aquecido. A
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atividade enzimatica foi detectada corando-se o gel com solucdo de Congo Red 0,1%
(p/v) durante 30 minutos, seguido de descoramento com cloreto de sodio 1 M, até a

deteccdo da regido de degradagéo do substrato no gel.
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6.1 Isolamento de genes

6.1.1 Endoglicanase de Trichoderma reesei

A primeira etapa deste estudo foi o isolamento dos genes que seriam expressos
em leveduras. Como os genes que foram utilizados tém origem eucariética, optamos
pela expressdo do cDNA, a versdo sem introns.

Para obter o gene da endoglicanase Il (eglll) de T. reesei, o fungo foi
inicialmente cultivado em meio com carboximetilcelulose (CMC) para promover a
inducdo de seu sistema celulolitico. Decorridas ~16 horas de cultivo, procedeu-se com
a extracdo do RNA total. A partir do RNA total extraido foram obtidos os cDNA por
meio da técnica de RT-PCR. Com base na sequéncia obtida do GenBank (n°. de
acesso DQ178347), foram desenhados os primers Eglll-F e EgllI-R para amplificacdo
do gene de 1257 pb, incluindo o peptideo sinal nativo, requerido para a secrecéo da
proteina, além da sequéncia codante para a proteina madura (Figura 9). Os sitios de
restricdo para as enzimas BamHI e Notl foram adicionados as extremidades dos
primers Eglll-F e EgllI-R, respectivamente, para facilitar a clonagem nos vetores de

expressao.

M
—
| ———
¥ 1636pb
1018 pb

Figura 9. Amplificacdo de fragmento de DNA relativo ao gene eglll de T. reesei.
Analise feita por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.
1) reacdo de PCR; M) Marcador 1 kb Ladder (Gibco).

O fragmento correspondente ao gene eglll obtido da reacdo de PCR, apos
purificacdo, foi ligado ao vetor de clonagem pBluescript 1l KS. A confirmacgdo da

clonagem foi realizada pela analise do DNA plasmidial digerido com as enzimas de
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restricdo cujos sitios estavam presentes nos primers. Apds confirmacdo da clonagem,

esse vetor foi denominado pBlue-eglll.

6.1.2 Exoglicanase (celobiohidrolase) de Phanerochaete chrysosporium

O gene da celobiohidrolase 1.1 (cbhl.1) do fungo Phanerochaete
chrysosporium, isolado por Branddo (1996) ja se encontrava disponivel em nosso
laboratorio na sua forma de cDNA. Este cDNA foi amplificado por PCR utilizando os
primers Cbh-F e Cbh-RS usando como molde o vetor pUEXO. Os primers foram
desenhados com base na sequéncia depositada no banco de dados (n°. de acesso
Z22528), com a finalidade de amplificar as sequéncias codificadoras da proteina
madura com o peptideo sinal nativo (1601 pb) (Figura 10). Os sitios para as enzimas
de restricdo, BamHI e Notl foram adicionados as extremidades dos primers Cbh-F e
Cbh-R, respectivamente, para facilitar nas etapas de clonagem nos vetores de

expressao.

1636 pb

. 1018 pb

Figura 10. Amplificacdo de fragmento de cDNA relativo ao gene cbhl.1 de P.
chrysosporium. Analise feita por eletroforese em gel de agarose 0,% corado com
brometo de etideo. 1) reacdo de PCR; M) Marcador 1kb Ladder (Gibco).

O fragmento obtido por PCR correspondente ao gene cbhl.1, apos purificado,
foi ligado ao vetor de clonagem pBluescript 11 KS. A confirmacdo da clonagem foi
realizada pela anélise de restricdo do DNA plasmidial extraido de clones
transformantes. As analises confirmaram a presenca do inserto assim como a

integridade do vetor. Esse vetor foi denominado pBlue-cbhl.1RS.
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6.1.3 B-Glicosidase de Humicola grisea var thermoidea

Duas diferentes estratégias foram adotadas para expressdo da B-glicosidase 4
(BGL4) do fungo H. grisea: a troca do peptideo sinal nativo, pelo sinal de secre¢do do
fator a de S. cerevisiae, e 0 ancoramento da enzima a parede celular (Yeast Surface
Display), utilizando a porcéo C-terminal da a-aglutinina também de S. cerevisiae.

Inicialmente, baseado na sequéncia depositada no banco de dados (n°. de
acesso AB003109.1) foram construidos os primers BGL4-F e BGL4-R para
amplificacdo do gene bgl4 por PCR sem a sequéncia nativa do peptideo sinal (~1,3
kb) e utilizando o vetor YBG4, construido por Benoliel et al. (2010), como molde
(Figura 11A). Foram adicionadas as extremidades dos primers sitios para a enzima de
restricdo EcoRI para facilitar as etapas de clonagem.

Para a fusdo da BGL4 com a por¢cdo C-terminal da o-aglutinina de S.
cerevisiae foi realizada uma PCR utilizando os primers AGLUBGL4-F e
AGLUBGL4-R para amplificar o gene bgl4 com as sequéncias codificadoras do
peptideo sinal nativo, mas sem o codon de parada da traducédo (~1,4 kb) (Figura 11B).
Os sitios para as enzimas de restricdo, EcoRI e Hindlll, foram adicionados ao primer
AGLUBGLA4-F e o sitio para EcoRI ao primer AGLUBGLA4-R.

A) m 1 B) wm

1375 pb

1375 pb

Figura 11. Amplificacdo de fragmento de cDNA relativo ao gene bgl4 de H.
grisea. Analise feita por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de
etideo. A. M) Marcador A Eco/Hind; 1) reacdo de PCR para amplificacdo do gene
bgl4 sem peptideo sinal. B. M) Marcador A Eco/Hind; 1) resultado da reacdo de PCR

para amplificacdo do gene bgl4 sem o cddon de parada da traducgéo.
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Os fragmentos amplificados por PCR foram ligados, ap0s purificacdo, ao vetor
de clonagem pGEM-T e usados para transformacdo de E. coli. Para confirmar a
clonagem, apés procedimento de extracdo de DNA plasmidial foi realizada digestdo
com as enzimas de restricdo presente nos primers. Apos a confirmacéo, esses vetores
foram denominados pGEM-bgl4RS (gene sem peptideo sinal) e pGEM-bgl4R (gene

sem o codon de terminacéo).

6.1.4 B-Glicosidase de Saccharomycopsis fibuligera

Para a expressdo do gene bgll que codifica para a p-glicosidase 1 (BGL1) do
fungo S. fibuligera trés construgdes foram testadas: enzima completa, enzima com
sinal de secrecao do fator a de S. cerevisiae, e a fusdo da proteina nativa com a porc¢éo
C-terminal da a-aglutinina.

Para o isolamento do gene bgll (~2,6 kb), o DNA total do fungo foi extraido,
e utilizado diretamente como molde para as reacbes de PCR ja que ndo foram
identificados introns na versdao gendmica do gene. Para reacdo de PCR 0s primers
SfPS-F e Sf-R foram desenhados com base na sequéncia do GenBank (n°. de acesso
M22475) para amplificar o peptideo sinal e toda a regido codante para a proteina
madura (enzima nativa); os primers Sf-F e Sf-R para amplificar a regido codante (para
a proteina madura sem o peptideo sinal a fim de se testar a secrecdo desta proteina
utilizando o peptideo sinal do fator a); e os primers Bgl1Aglu-F e Bgl1Aglu-R para
amplificar o gene bgll com peptideo sinal nativo e sem o codon de parada da
traducdo, para fusdo com a regido C-terminal da a-aglutinina (Figura 12A e B).
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-—" 2323 pb

3054 pb
2036 pb

Figura 12. Amplificacdo de fragmento de DNA relativo ao gene bgll de S.
fibuligera. Andlise feita por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de
etideo. A. 1) reacdo de PCR para amplificacdo do gene bgll sem peptideo sinal; 2)
reacdo de PCR para amplificacdo do gene bgll com peptideo sinal; M) Marcador 1 kb
Ladder Gibco. B. 1) reacdo de PCR para amplificacdo do gene bgll sem o codon de
parada da traducdo; M) Marcador 1 kb Ladder Gibco.

Os fragmentos obtidos por PCR, foram ligados separadamente, ao vetor
pGEM-T. A confirmacdo da clonagem foi realizada a partir do DNA plasmidial
extraido de clones transformantes e digeridos com as enzimas de restricdo presentes
nos primers. Apds confirmacéo, os vetores foram denominados pGEM-bgl1PS (gene
com peptideo sinal nativo), pGEM-bgl1RS (gene sem peptideo sinal) e pGEM-
bgl1R (gene sem codon de parada da traducéo).

6.1.5 B-Glicosidase de Neurospora crassa

Com base na sequéncia do cDNA obtida do GenBank (n°. de acesso
XM_951090.1), o gene para a B-glicosidase intracelular (GH1-1), de 477 residuos de
aminoacidos, do fungo N. crassa, foi sintetizado quimicamente pela empresa Epoch
Biosciences (EUA) que o enviou clonado no sitio de ECoRV do vetor pBluescriptll
SK (Stratagene), vetor pBlue-GH1-1. O gene sintetizado corresponde a toda a
sequéncia codante para a proteina madura. Foi verificado se ndo conteria sitios para
enzimas de restricdo utilizadas nas estratégias de clonagem, no entanto, todas as

mudangas que foram realizadas caracterizaram mutacGes silenciosas no gene nativo,
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codificando proteina com estrutura primaria idéntica a original. O sitio de restricdo
para a enzima BamHI foi adicionado as extremidades 5’ e 3’ do gene para facilitar a

clonagem nos vetores de expresséo.

6.1.6 Transportador de celodextrinas de Neurospora crassa

Para o isolamento do transportador CDT-1 de N. crassa, inicialmente, o fungo
foi cultivado em meio minimo com glicose e, decorridas 72 horas de crescimento,
procedeu-se com a extracdo do RNA total. A partir do RNA foram obtidos os cDNAs,
por meio da técnica de RT-PCR, que foram utilizados como molde na reacdo de PCR
para o isolamento do gene cdt-1 de 1645 pb (Figura 13). Os primers (celtt-F e celtt-R)
foram construidos com base na sequéncia do banco de dados GenBank (ne. de acesso
XM_959259.1) adicionando-se o0 sitio para a enzima de restricdo Hindlll as

extremidades para facilitar as etapas de clonagem.

1584 pb

Figura 13. Amplificacdo de fragmento de cDNA relativo ao gene cdt-1 de N.
crassa. Analise feita por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etideo. M) Marcador A Eco/Hind; 1) reacéo de PCR.

O fragmento obtido por PCR apds purificacdo, foi ligado ao vetor pGEM-T. A
confirmagéo da clonagem foi realizada a partir do DNA plasmidial extraido de clones
transformantes e digeridos com a enzima de restricdo com sitios presentes nos
primers. A andlise confirmou a presenca do inserto assim como a integridade do

vetor. Esse vetor foi denominado pGEM-cdtl.
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6.1.7 Sequenciamento dos genes isolados

Para confirmar as sequéncias obtidas das reacbes de PCR o0s vetores
construidos foram submetidos a sequenciamento automatico utilizando os primers
M13 Universal e M13 Reverso, que anelam em regides especificas dos vetores
pBluescript 1l KS e pGEM-T. As sequéncias resultantes foram submetidas ao
programa BLAST, e comparadas com as sequéncias presentes no banco de dados

GenBank, confirmando assim o isolamento dos genes de trabalho (Tabela 5).

Tabela 5. Genes isolados e referéncias no banco de dados.

Micro-organismo Referéncia no banco
Gene ) Vetor de clonagem
de origem de dados
eglll T. reesei pBlue-eglll Samanta et al. (2005)
cbhl.1 P. chrysosporium pBlue-cbhl.1RS Sims et al. (1994)
] pPGEM-bgl4RS e )
bgld H. grisea Takashima et al. (1999)
pGEM-bgl4R
pGEM-bgl1PS,
bgll S. fibuligera pGEM-bgl1RS e Machida et al. (1988)
pPGEM-bgl1R
ghl-1 N. crassa pBlue-GH1-1 Galagan et al. (2003)
cdt-1 N. crassa pGEM-cdtl Galagan et al. (2003)

6.2 Construcgéo dos vetores epissomais de expressdo em S. cerevisiae

6.2.1 Vetores com genes nativos

Para analisar a expressdo dos genes celuloliticos isolados anteriormente em S.
cerevisiae sob controle do promotor constitutivo PGK1, foi utilizado o vetor
epissomal Y1PGK1 (Anexo 5), que, além da regido terminadora da transcricdo do
gene PGK1, contém a marca de selecdo LEU2. A estratégia geral para a construgdo

destes vetores € mostrada na Figura 14.
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Figura 14. Representacdo esquematica da estratégia utilizada para construcao

dos vetores Y1PGK1 contendo o gene de interesse.

Inicialmente, os vetores pBlue-eglll, pBlue-cbhl.1RS e pGEM-bgl1PS
foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI e Notl para liberar os fragmentos
correspondentes aos genes de interesse. Apds purificacdo, esses fragmentos foram
ligados ao vetor Y1PGK1 previamente linearizado com as mesmas enzimas de
restricdo seguindo-se transformacdo de E. coli. Apds extracdo dos plasmidios, a
presenca do inserto foi confirmada por anélise de restricdo com as mesmas enzimas
utilizadas para a clonagem. Esperava-se a liberagdo de um fragmento de 7,4 kb
correspondente ao vetor, e outro fragmento de ~1,2 kb para o gene eglll, ~1,6 kb para
0 gene cbhl.1 e ~2,6 kb para o gene bgll (Figura 15). Todas as analises confirmaram
a presenca dos insertos assim como a integridade dos vetores. Os vetores resultantes
foram denominados Y1PGK1-egl, YIPGK1-cbh e Y1IPGK1-bgll.
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Figura 15. Andlise de restricdo dos vetores Y1PGK1-eglll, Y1IPGK1-cbhl.1 e
Y1PGK1-Bgll. Analise feita em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.
A. M) Marcador O’Gene Ruler 1 kb Plus Ladder; 1) Y1PGK1-eglll; 2) Y1PGK1-
eglll digerido com BamHI e Notl; 3) Y1PGK1-cbhl.1RS; 4) Y1PGK1-cbhl.1RS
digerido com BamHI e Notl. B. 1) Y1PGK1-bgll; 2) Y1PGK1-bgll digerido com
BamHI e Notl; M) Marcador O’Gene Ruler 1 kb Plus Ladder.

6.2.2 Vetores com genes com peptideo sinal do fator a

Para analisar a expressdo dos genes bgl4 e bgll com peptideo sinal do fator a
de S. cerevisiae os genes foram inicialmente liberados dos vetores de clonagem e
ligados ao vetor pPIC9 (que contém a sequéncias codificadoras do peptideo sinal do
fator o de S. cerevisiae). Os vetores construidos, pPIC9-bgll e pPIC9-Bgl4, foram
entdo digerido com as enzimas de restricdo BamHI e Notl (para o gene bgll) e
BamHI (para o gene bgl4) para liberar o fragmento corresponde aos genes de
interesse em fase com os sinais de secrecéo do fator a.

A mesma estratégia para clonagem no vetor Y1PGK1 foi utilizada (Figura 14)
para 0 gene bgll. Para confirmar a construcdo do vetor de expressdo esperava-se um
fragmento de 7,4 kb correspondente ao vetor Y1PGKL1 e outro de ~2,6 kb corresponde
ao gene bgll apds digestdo com as enzimas utilizadas para clonagem (Figura 16A).

O gene bgl4 apos liberacdo do vetor de clonagem, foi ligado ao vetor
YEp351PGK previamente digerido com a enzima de restricdo Bglll (compativel com

BamHI) e desfosforilado com fosfatase alcalina (para evitar o religamento). A enzima
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BstEIl foi utilizada para confirmar a clonagem e orientacdo do fragmento no vetor.
Eram esperados fragmentos de ~6,8 e ~2,4 kb (Figura 16B). Todas as analises
confirmaram a presenca do inserto assim como a integridade dos vetores, esses
vetores foram denominados Y1PGK1-abgll e Y1IPGK1-abgl4.
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Figura 16. Andlise de restricdo dos vetores Y1PGK1-abgll e Y1PGKI1-abgl4.
Anélise em em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. A. 1) Y1PGK1-
abgll; 2) Y1IPGK1-abgll digerido com BamHI e Notl; M) Marcador O’Gene Ruler 1
kb Plus Ladder. B. 1) Y1PGK1-abgl4; 2) Y1PGK1-abg4 digerido com BstEIl; M)
Marcador A BstEIIl.

6.2.3 Vetores com genes fusionados a porcdo C-terminal da a-aglutinina

Para a fusdo com a porcdo C-terminal da a-aglutinina, os genes bgll e bgl4
apos liberacdo do vetor de clonagem foram primeiramente clonados nos vetores
pGEM-Aglul e plJ-Aglul, respectivamente, que contém o fragmento C-terminal da
a-aglutinina. Para a clonagem da fusdo bgl1-Aglul no vetor de expresséo Y1PGK1, o
vetor pGEM-bgl1Aglul foi digerido com a enzima de restricdo Notl presente nos
primers e apos purificagéo foi ligada ao vetor Y1PGK1 previamente digerido com a
mesma enzima e desfosforilado com fosfatase alcalina. Apds transformacao
bacteriana e extracdo de DNA plasmidial, os vetores foram digeridos com a enzima
de restricdo Notl para confirmar a clonagem e com a enzima BstEII para confirmar a
orientacdo desejada do fragmento no vetor (para entrar em fase com o promotor

PGK1 presente no vetor). Era esperado um fragmentos de 7,4 kb correspondente ao
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vetor e outro de ~4,0 kb correspondente a fusdo bgl1Aglu para a digestdo com Notl, e
um fragmento de ~9 kb e outro de ~2,5 kb para a digestdo com BstEIIl (Figura 17A e
B). As andlises confirmaram a presenca do inserto na orientacdo desejada, assim
como a integridade do vetor. Esse vetor foi denominado Y1PGK1-bgl1Aglul.

A) 1 2. m B 1 m
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4000 pb 3000 pb

2000 pb

Figura 17. Analise de restricdo do vetor Y1PGK1-bgl1lAglul. Analise em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo. A. Digestdo para confirmar clonagem.
1) Y1PGK1-bgl1Aglul; 2) Y1PGK1-bgl1Aglul digerido com Notl; M) Marcador 1
kb Ladder Plus (Invitrogen). B. Digestdo para confirmar orientagdo desejada. 1)
Y1PGK1-bgl1Aglul digerido com BstEll; M) Marcador 1 kb (Gibco).

Para a construcdo do vetor de expressdo com o gene bgl4 fusionado a porgéo
C-terminal da a-aglutinina, inicialmente o vetor plJ-bgl4Aglul foi digerido com a
enzima de restricdo Hindlll para liberacdo da fusdo bgl4Aglul. Apds purificacdo, esse
fragmento foi ligado ao vetor de expressdo YADH-Hindlll- (vetor de expressdo em S.
cerevisiae com o promotor ADH1) linearizado com a mesma enzima de restricdo e
desfosforilado com fostase alcalina. Apos transformacéo bacteriana e procedimento
de extracédo plasmidial dos transformantes, para confirmar a clonagem e a orientacdo
desejada (para entrar em fase com o promotor ADH1 presente no vetor) foi realizada
digestdo com as enzimas de restricdo Hindlll e Sall, respectivamente. Era esperado
um fragmento de 5,6 kb correspondente ao vetor YADH-Hindlll- e outro de ~2,3 kb
correspondente a fuséo bgl4Aglul para a digestdo com Hindlll e fragmentos de ~1,8

kb e ~8,1 kb para a digestdio com Sall (Figura 18A e B). Todas as analises
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confirmaram a presenca do inserto na orientacdo desejada assim como a integridade

do vetor. Esse vetor foi denominado YADH-bgl4Aglul.

A) B)
6369 pb
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Figura 18. Andlise de restricdo do vetor YADH-bgl4Aglul. Anélise em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo. A. Digestdo para confirmar clonagem.
M) Marcador A BstEll; 1) YADH-bgl4Aglul digerido com Hindlll; 2) YADH-
bgl4Aglul. B. Digestdo para confirmar orientacdo desejada. 1) YADH-bgl4Aglul; 2)
YADH-bgl4Aglul digerido com Sall; M) Marcador A BStEII.

6.3 Construcdo de vetor epissomal com duplo cassete de expressdo em S.

cerevisiae

Para analisar a expressdo dos genes ghl.l e cdt-1 conjuntamente, foi
construido um vetor epissomal com dois cassetes de expressdo. A estratégia geral para

a construcdo deste vetor € mostrada na Figura 19.
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Figura 19. Representacdo esquematica da estratégia utilizada para construcao
do vetor YEp351PGK-GH1/cdtl.

Inicialmente, o vetor pGEM-cdtl foi digerido com a enzima de restricdo
Hindlll para liberar o fragmento correspondente ao gene cdt-1. Apds purificacdo, esse
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fragmento foi ligado ao vetor YADH351-Hindlll" previamente linearizado com a
mesma enzima e desfosforilado com fosfatase alcalina. Apds transformacao
bacteriana e extracdo dos plasmidios, a presenca do inserto foi confirmada por analise
de restricdo com a enzima Hindlll e a orientacdo desejada (gene cdt-1 em fase com o
promotor ADH1) com a enzima de restricdo Sall (Figura 20). Para o vetor com o
inserto esperava-se a liberacdo de um fragmento de ~5,6 kb correspondente ao vetor,
e outro fragmento de ~3,8 kb correspondente ao cassete de expresséo com o gene cdt-
1. Para o vetor com o inserto na orientacdo desejada esperava-se fragmentos de ~7,8
kb e ~1,6 kb. Todas as analises confirmaram a presenca do inserto assim como a
integridade do vetor e a orientacdo desejada. Esse vetor foi denominado: YADH-
cdtl.
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Figura 20. Anélise de restricdo do vetor YADH-cdtl. Andlise realizada em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo. 1) YADH-cdt; 2) YADH-cdt digerido
com BamHI; 3) YADH-cdt digerido com Sall; M) Marcador 2 log.

Para a clonagem do gene gh1-1 no vetor de expressao, o vetor pPGEM-GH1 foi
digerido com a enzima de restricio BamHI para liberar o fragmento correspondente
ao gene e, apos purificacdo, esse fragmento foi ligado ao vetor YEp351PGK
previamente linearizado com a enzima de restricdo Bglll (com extremidades
compativeis para ligacdo de fragmentos digeridos com a enzima de restricdo BamHI),

e desfosforilado com fosfatase alcalina.
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Apos transformacdo bacteriana e extracdo dos plasmidios, a presenca do
inserto e a orientacdo desejada foi confirmada por analise de restricdo com a enzima
EcoRV. Para confirmar a clonagem esperava-se a liberacdo de fragmentos de ~8 kb e
1,6 kb (Figura 21). A andlise confirmou a presenca do inserto assim como a
integridade dos vetores. O vetor foi denominado YEp351PGK-GH1.

10000 pb
| 8000 pb

. 1500 pb

Figura 21. Analise de restricdo do vetor YEp351PGK-GHL1. Analise realizada em
gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. 1) YEp351PGK-GH1; 2)
YEp351PGK-GH1 digerido com EcoRV; M) Marcador 2 log.

Posteriormente, o vetor YADH-cdtl foi digerido com a enzima de restri¢do
BamHI para liberar o cassete de expressao, contendo o promotor ADH1, o gene cdt-1
e o terminador de transcricdo ADH1. Apd6s purificacdo, este fragmento foi ligado ao
vetor YEp351PGK-GH1 digerido com a mesma enzima de restri¢cdo e desfosforilado
com fosfatase alcalina. Apds transformacgdo bacteriana e extracdo dos plasmidios, a
presenca do inserto foi confirmada por analise de restricio com a mesma enzima
utilizada para clonagem (Figura 22). Para confirmar a clonagem esperava-se a
liberacdo de fragmentos de ~9,6 kb e 3,8 kb. A analise confirmou a presenca do
inserto assim como a integridade do vetor. O vetor foi denominado YEp351PGK-
GH1/cdt.
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i
10000 pb | Hs u

8000 pb ——

4000 pb -

3000 pb

Figura 22. Andlise de restricdo do vetor YEp351PGK-GH1/cdt. Anélise realizada
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. M) Marcador 2 log; 1)
YEp351PGK-GH1/cdt digerido com BamHI; 2) YEp351PGK-GH1/cdt.

A Tabela 6 resume a descricdo dos vetores de expressdo construidos nesta

etapa.

Tabela 6. Vetores de expressdo constitutiva em S. cerevisiae.

Micro-organismao Vetor de

Proteina Vetor de expressao Estratégia

de origem clonagem
EGL I T. reesei pBlue-eglll Y1PGK1-eglll Gene completo
CBH 1.1 P. chrysosporium pBlue- Y1PGK1-cbhl.1 Gene completo
' ' cbhl.1RS '
BGL1 S. fibuligera pGEM-bgI1PS Y1PGK1-bgll Gene completo
BGL1 s. fibuligera PGEM-bgllIRS  Y1PGK1-abgll Geniaig;naps do
BGL1 . fibuligera 0GEM-bgliR  YIPGKI-bgliAglus Ccne fusionado
a a-aglutinina
BGL4 H. grisea PGEM-bgl4RS  Y1PGK1-abgl4 Gem}faig:naps do
BGL4 H. grisea pGEM-bgl4R YADH-bgl4Aglul Gene fu5|.or.1ado
a a-aglutinina
GH1-1e pBlue-cdtl YEp351PGK- .
CDT-1 N. crassa 0Blue-GH1-1 GH1/cdt Genes nativos
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6.4 Transformacdo de S. cerevisiae com vetores epissomais e deteccdo da

atividade enzimatica

A linhagem MFL de S. cerevisiae foi transformada com os vetores de
expressdo construidos na etapa anterior, separadamente, para confirmar a producéo de
enzimas funcionais. Devido a presenga do gene essencial p-isopropilmalato
desidrogenase (LEU2) nos vetores, que complementam a mutacdo auxotrofica leu2 da
linhagem MFL, os transformantes foram selecionados pela capacidade de crescimento
em meio minimo-4agar (SD-agar) sem leucina. O vetor Y1PGK1 foi também utilizado

para transformar a mesma linhagem de S. cerevisiae e servir como controle negativo.

6.4.1 Endoglicanase e celobiohidrolase

Cada transformacdo com os vetores Y1PGK1l-eglll e Y1PGK1-cbhl.1,
resultou entre 200-300 transformantes. Para screening dos clones expressando as
enzimas celuloliticas endoglicanase e celobiohidrolase, 10 clones de cada sistema,
assim como uma coldnia do controle negativo, foram selecionados aleatoriamente e
submetidos a crescimento em placa de Petri com meio minimo adicionado de CMC,
indicado para deteccdo de atividade celulolitica. Os transformantes expressando as
enzimas recombinantes foram detectados pela presenca de halo de hidrélise apds
coloragdo com Congo Red (Figura 23). Como pode ser observado, todos os
transformantes analisados apresentaram halos de hidrélise de tamanhos similares
dentro de cada sistema, com excecdo do controle negativo, que ndo apresentou halo,

confirmando assim atividade celulolitica.
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A)

Figura 23. Analise de formacdo de halo de hidrolise em placa de meio minimo
contendo CMC 0,5%. 1) Clones de S. cerevisiae transformados com o vetor
Y1PGK1-cbhl.1 (1-10) e Y1PGK1 (C-); 2) Clones de S. cerevisiae transformados
com o vetor Y1PGK1-eglll (1-10) e YIPGK1 (C-).

Uma coldnia de cada construcdo foi escolhida aleatoriamente (ja que nédo foi
observada diferenca nos tamanhos dos halos de hidrolise entre os clones), para as
analises posteriores. Esses clones foram denominados Clone C- (clone transformado
com o vetor Y1IPGK1), Clone EGLII (clone transformado com o vetor Y1PGK1-
eglll) e Clone CBHI.1 (clone transformado com o vetor Y1PGK1-cbhl.1) (Figura 20).
Como esperado, o clone expressando a enzima CBHI.1 apresentou halo de hidrélise
sobre CMC menor do que aquele encontrado no clone expressando a EGLII, ja que a
atividade de exoglicanase é descrita como sendo baixa sobre celulose amorfa, ao
contrario das endoglicanases que apresentam alta atividade sobre esse substrato
(Figura 24).

81



6.RESULTADOS

Figura 24. Anélise de formacao de halo de hidrélise em placa de meio minimo
contendo CMC 0,5%. (A) Clone controle negativo; (B) Clone EGLII e (C) Clone
CBHI.1.

Para andlise de expressdo em meio liquido foram realizadas culturas paralelas
em meio minimo SD dos clones anteriormente selecionados, assim como do clone
controle negativo. Aliquotas foram retiradas diariamente dessas culturas para a
determinacdo da atividade em termos de U/mL, sobre os substratos CMC e pNPC,
respectivamente. A cultura controle e os clones EGLII e CBHI.1 apresentaram o
mesmo perfil de crescimento e densidade celular. Como pode ser observado na Figura
25, a producgdo das enzimas heterologas aumentou proporcionalmente. Foi detectada
atividade ap0s as primeiras 24 horas de crescimento com um aumento gradual nos
niveis de atividade e maior producdo no Gltimo ponto analisado, ap6s 96 horas. O
clone expressando a EGLII apresentou atividade quando utilizado o substrato CMC
(celulose amorfa) sobre a qual as endoglicanases tém maior atividade atingindo 0,049
U/mL apds 96 horas, e baixa atividade sobre o substrato pNPC atingindo 0,0065
U/mL apds 96 horas. O clone expressando a CBHI.1 apresentou atividade apenas
quando utilizado o substrato pNPC atingindo 0,1954 U/mL apéds 96 horas. Embora o
clone CBHI.1 tenha apresentado halo de hidrélise em placa de CMC, ndo apresentou
atividade quando utilizado o sobrenadante da cultura provavelmente devido a baixa
concentragdo da enzima. N&ao foi detectada atividade no sobrenadante do controle

negativo.
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Figura 25. Cinética de producgéo enzimatica dos clones EGLII e CBHI.1. Linhas

inteiras representam a densidade Otica e as barras as atividades. A) Curva de
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crescimento e atividade sobre CMC. B) Curva de crescimento e atividade sobre

pNPC. C-: controle negativo

6.4.2 B-Glicosidase 1 e B-glicosidase 4

A transformagdo com os vetores Y1PGK1-bgll, Y1PGK1-abgll, Y1PGKI-
bgllAglul, Y1PGK1l-abgl4 e YADH-bgl4Aglul, resultou entre 100-300
transformantes, para cada sistema. A selecdo dos transformantes foi realizada pela
capacidade de crescimento em meio minimo com celobiose como Unica fonte de
carbono apo6s 72 horas de incubacdo. Clones selecionados aleatoriamente de cada
sistema, foram semeados em placa de meio SC-tamponado, no entanto, ndo houve
diferenca no crescimento das coldnias quando comparado ao clone controle, em
nenhuma das construgdes, como exemplificado na Figura 26 com clones

transformantes com o vetor Y1PGK1-bgl1Aglul.

Figura 26. Andlise de crescimento de clones transformantes em placa com
celobiose como Unica fonte de carbono. A) Placa de meio minimo com glicose
(SD); B) Placa de meio minimo com celobiose (SC-Tamponado). 1-50: clones

transformantes; 51-52: controles negativos.

Ainda, transformantes de todos os sistemas, selecionados aleatoriamente,

foram crescidos em meio SC-Tamponado liquido. Como controle positivo do
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crescimento, um clone selecionado foi crescido em meio com glicose como fonte de
carbono (SD). Esperava-se que os clones secretores de B-glicosidase fossem capazes
de degradar a celobiose do meio, consumir a glicose e crescer. No entanto, como pode
ser observado nos gréficos de crescimento das Figuras 27, 28 e 29, nenhum dos
clones analisados apresentou crescimento diferenciado do controle negativo durante

as 72 horas de cultivo.
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Figura 27. Analise de crescimento em meio minimo com celobiose como Unica
fonte de carbono. Clones transformantes de S. cerevisiae com o vetor Y1PGK1-bgl1l
(SfPS1, SfPS2, SfPS3) e com o vetor Y1PGK1-abgll (Sfl, Sf2, Sf3 e Sf4). Dois
controles negativos também foram utilizados (C-). Como controle do crescimento o

clone SfPS1 foi crescido em meio com 2% glicose.
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Figura 28. Andlise de crescimento em meio minimo com celobiose como Unica
fonte de carbono. Clones transformantes de S. cerevisiae com o vetor Y1PGK1-
bgl1Aglul (1, 18, 19, 35 e 41). O clone controle negativo também foi utilizado (C-).

Como controle do crescimento o clone 1 foi crescido em meio com glicose 2%.
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Figura 29. Andlise de crescimento em meio minimo com celobiose como Unica
fonte de carbono. Clones transformantes de S. cerevisiae com 0s vetores
YEp351PGK-bgl4 (PS-Bgl4) e YADH-bgl4Aglul (Bgl4Aglul). Dois controles
negativos (C-) também foram utilizados. Como controle do crescimento o clone

Bgl4Aglul foi crescido em meio com glicose 2%.
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6.4.3 Sistema B-glicosidase GH1-1 e transportador CDT-1

A transformacdo com o vetor Y1PGK1-GH1/cdt contendo os genes da -
glicosidase intracelular GH1-1 e do transportador de celodextrinas CDT-1 resultou
em ~200 transformantes. Como controle a mesma linhagem de S. cerevisiae foi
também transformada com o vetor Y1PGK1-GH1 que expressa apenas a p-
glicosidase, sem o transportador. Para screening dos transformantes, 45 clones do
sistema Y1PGK1-GH1/cdt e dois clones do sistema Y1PGK1-GH1, foram
selecionados aleatoriamente e analisados quanto a capacidade de crescimento em
meio minimo com celobiose (SC-tamponado) como Unica fonte de carbono. Como
controle negativo foi utilizado um clone transformado com o vetor Y1PGK1 (C-).
Como pode ser observado na Figura 30, apos 72 horas de incubacdo a 30°C, alguns
clones analisados apresentaram crescimento na placa de celobiose, comparéavel ao
crescimento na placa com glicose. O Clone 4 se destacou pelo crescimento mais
significativo. Os dois clones expressando apenas a [-glicosidase intracelular néo

foram capazes de crescer, assim como o clone controle.
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Figura 30. Analise de crescimento em placa com celobiose como Unica fonte de
carbono. A) Placa de meio minimo com glicose (SD); B) Placa de meio minimo com
celobiose (SC-Tamponado). Controles negativos circulados em vermelho. Destacado
com um quadrado os clones transformados com o vetor Y1PGK1-GH1. Indicado com

seta azul o Clone 4.
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O Clone 4 foi entdo selecionado e denominado Clone GH1/cdt para as analises

posteriores (Figura 31).

B)

Figura 31. Analise de crescimento em placa com celobiose como Unica fonte de
carbono. A) Controle negativo; B) Clone EGLII; C) Clone GH1/cdt e D) Clone
CBHI.1.

A presenga de atividade de p-glicosidase do Clone GH1/cdt foi confirmada
por teste utilizando o substrato sintético pNPG. Para este teste foi utilizado o extrato
celular e o sobrenadante do Clone GH1/cdt apds 96 horas de crescimento em meio
minimo SC. O mesmo foi realizado com o clone controle. Como pode ser observada
na Figura 32 a coloracdo amarela adquirida pela liberagdo do pNP comprovou a
atividade de B-glicosidase no extrato celular do Clone GH1/cdt, embora também
tenha sido observado atividade no sobrenadante do cultivo (menor intensidade que no
extrato celular). O clone controle ndo apresentou atividade sobre o substrato.
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Figura 32. Teste de atividade sobre o substrato pNPG. A) Controle negativo. I.
Sobrenadante; Il. Extrato celular. B) Clone 4. I. Sobrenadante; Il. Extrato celular.

Para confirmacdo da efetividade do sistema foi realizado crescimento aerébico
em meio liquido complexo com celobiose como Unica fonte de carbono (YPC)
utilizando o Clone GH1/cdt, além de um clone apenas com a p-glicosidase
intracelular, sem o transportador (Clone S/T), e do controle negativo (C-). Como
controle do crescimento foi realizado o cultivo do Clone GH1/cdt em meio com
glicose (YPD) sob as mesmas condicdes. Aliquotas foram recolhidas ao longo do
tempo para andlise do crescimento celular, consumo do substrato e produtos
formados.

Como pode ser observado na curva de crescimento da Figura 33A, o Clone
GH1/cdt foi capaz de crescer em meio com celobiose, ap6s uma etapa de adaptagdo
(48 horas), atingindo ODgoo similar a do crescimento em glicose apos 96 horas. O
consumo do substrato pelo Clone GH1/cdt pode ser observado na Figura 33B, tendo
ocorrido o esgotamento da fonte de carbono ap6s 96 horas para 0 crescimento em
celobiose e apds 24 horas para crescimento em glicose. O transformante apenas com a
B-glicosidase sendo expressa intracelularmente ndo apresentou crescimento, embora

tenha consumido 5,7 g/L de celobiose, assim como o controle negativo.
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Figura 33. Analise de crescimento aerdbico em meio liquido com celobiose ou
glicose como fonte de carbono. A) Curva de crescimento. B) Consumo da fonte de
carbono. Controle negativo (C-), Clone GH1/cdt (em celobiose), Clone S/T (apenas

com a B-glicosidase) e Clone GH1/cdt Glicose (em glicose).

A anélise dos produtos formados durante o crescimento, utilizando HPLC,

detectou a formacdo do subproduto glicerol no meio de cultivo do crescimento do
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Clone GH1/cdt, tanto no crescimento em celobiose como no crescimento em glicose,

no entanto, etanol foi detectado apenas no crescimento em glicose Tabela 7.

Tabela 7. Substratos consumidos e produtos formados apds 120 horas de

crescimento aerébico em celobiose.

Celobiose ou glicose Glicerol Etanol
Clone consumida produzido produzido
g/L g/L g/L
C- 0,73986 0 0
Clone GH1/cdt 16,09106 0,636 0
SIT 5,73198 0 0
Clone GH1/cdt
17,169 0,951 0,613

(em glicose)

Como as condigdes de cultivo do experimento anterior ndo foram adequadas
para a producéo de etanol (aerobiose), foi realizado um experimento simplificado em
anaerobiose. Este crescimento foi realizado com o Clone controle (C-) e o Clone
GH1/cdt, em 70 mL de meio complexo com celobiose (YPC), com ODg inicial de 1.
Foram retiradas aliquotas para analise por HPLC do consumo do substrato e produtos

formados (Figura 34).
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Figura 34. Analise de crescimento anaerdbico em meio liquido com celobiose.
Consumo da fonte de carbono e producéo de etanol. Marcadores fechados referem-se

ao consumo de celobiose. Marcadores abertos referem-se a producéo de etanol.

As andlises mostraram que quase toda a celobiose inicial (6,7 g/L) foi
consumida pelo Clone GH1/cdt apés 120 horas de fermentacdo, enquanto que a
producdo de etanol atingiu o valor de 0,188 g/L, que corresponde a 0,030 g/g de
célula. O clone controle ndo consumiu celobiose e ndo produziu etanol. O subproduto
glicerol ndo foi detectado sob essas condi¢des de crescimento (anaerobiose) até onde
foram realizadas as analises. No entanto, foi observado no decorrer do cultivo do

Clone GH1/cdt acimulo de celotriose no meio (Figura 35).
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Figura 35. Analise de HPLC da composicdo de acUcares ap06s crescimento do
GH1/cdt em condic¢des de anaerobiose. Cromatograma de HPLC apds 72 horas de

cultivo.

6.5 Construcgéo de linhagem com duas classes de celulases

Apbs a confirmacdo da producdo das enzimas celuloliticas na linhagem MFL
de S. cerevisiae, e confirmacdo da producdo de enzimas funcionais, foi iniciado o
trabalho para a construcdo de uma levedura capaz de secretar endoglicanase e
celobiohidrolase. Para constru¢do de um cassete Gnico contendo os genes eglll de T.
reesei e cbhl.1 de P. chrysosporium foram testados e comparados dois sistemas com
diferentes sequéncias linkers de clivagem: a fusdo génica com o fragmento
corresponde a regido autoclivavel 2A do virus FMDV e a fusdo génica com o sitio
para a endoprotease Kex2p entre os dois genes.

6.5.1 Construgdo com a regido autoclivavel 2A

Com base na sequéncia correspondente a regido 2A obtida do GenBank (n°. de
acesso ACC63461.1), adicionados de mais 14 residuos de aminoacidos do contexto
downtream do DNA viral (regido C-terminal de 1D), foi desenhado um fragmento de

33 residuos de aminoacidos substituindo-se sistematicamente os codons nativos pelos
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cddons preferenciais de S. cerevisiae para otimizacdo da expressdo nesta levedura
(Figura 36).

E A R HZK (Q K I vV A P V K Q T L N F D L
2A Nativo GAAGCCAGACACAAACAGAAAATTGTGGCACCGGTGAAACAGACTTTGAATTTTGACCTT 60
2A Otimizado GAAGCTAGACATAAACAAAAGATTGTTGCTCCAGTTAAACAAACTTTGAACTTTGATTTG 60

KAKAK KAk Ahkk Ahkhkhkk kk kA hkhkk kk kk kk KAhkkkk KAhkkkkkhkkx *kkkk *

L K L A G D V E S N P G P
2A Nativo CTCAAGTTGGCGGGAGACGTCGAGTCCAACCCTGGGCCC 99
2A Otimizado TTGAAATTGGCTGGTGATGTTGAATCTAATCCAGGGCCC 99

*  kk kkkkk kk kk kk kk kk kk kk KAk kkkk

Figura 36. Alinhamento e traducdo predita das sequéncias de nucleotideos nativa
e otimizada da regido 1D-2A do virus FMDV. As bases em vermelho correspondem
as modificacbes introduzidas para otimizacdo dos cOdons para expressdo em S.

cerevisiae. Sombreado em amarelo a sequéncia de aminoacidos da regido 2A.

A estratégia geral para a amplificacdo e fusdo dos genes é mostrada na Figura
37. O gene cbhl.1 foi inicialmente amplificado por PCR utilizando os primers Cbh-F
e Cbh-R, que amplifica o gene com peptideo sinal e regido codante para a proteina
madura, no entanto, sem o codon de parada da traducdo. Aos primers Cbh-F e Cbh-R
foram adicionados os sitios para as enzimas de restricdo BamHI e Xbal,
respectivamente. O gene eglll foi amplificado com os primers 2A-eglll-F e eglll-R
que amplifica a regido correspondente ao peptideo sinal, pois a clivagem pela
sequéncia 2A ocorre co-traducionalmente, assim como a regido codante da proteina
com o codon de parada da traducdo. A sequéncia 2A foi inclusa na porcdo 5’ do
primer 2A-EgllI-F para ser amplificada por PCR fusionada a sequéncia do gene eglll.
Aos primers 2AEgIlI-F e Eglll-R foram ainda adicionados os sitios para as enzimas

de restricdo Xbal e Notl, respectivamente, para facilitar nas etapas de clonagem.
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Figura 37. Representacdo esquematica da estratégia utilizada para fusdo dos
genes cbhl.1 e eglll com o linker 2A. As setas vermelhas indicam os primers

utilizados para amplificacéo dos genes.

Os mesmos moldes descritos anteriormente (CDNA de T. reesei e vetor
pUEXQ) foram utilizados nas reacdes de PCR. Esperava-se fragmentos de ~1,6 kb
para a amplificacdo do gene cbhl.1 e de ~1,3 kb para a amplificacdo da 2A-eglll
(Figura 38A e B, respectivamente).

1636 pb
1018 pb

Figura 38. Amplificacdo dos fragmentos de DNA relativos ao gene cbhl.1 e 2A-
eglll. Andlise realizada por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etideo. A. M) Marcador 1 kb Ladder Gibco; 1) reacdo de PCR para amplificar o
gene cbhl.1. B. M) Marcador 1 kb Ladder Gibco; 1) reacdo de PCR para amplificar
2A-eglll.

Os fragmentos obtidos por PCR ap6s purificacdo, foram ligados ao vetor
pGEM-T, separadamente. A confirmacédo da clonagem foi realizada a partir da analise
do DNA plasmidial extraido de clones transformantes digeridos com a enzima de
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restricdo. A analise confirmou a presenca dos insertos assim como a integridade dos
vetores. Esses vetores foram denominados pGEM-cbhl.1R e pGEM-2Aegll|.

Apos a confirmacdo das clonagens o vetor pGEM-2Aeglll foi digerido com as
enzimas de restricdo Xbal e Notl, e o fragmento 2A-eglll de ~1,3 kb foi purificado e
ligado ao vetor pGEM-cbhl.1R previamente linearizado com as mesmas enzimas de
restricdo. A confirmacdo da clonagem foi realizada a partir da anadlise do DNA
plasmidial extraido de clones transformantes digerido com enzima de restricdo. As
andlises confirmaram a presenca do inserto assim como a integridade do vetor. Apos a
confirmacéo esse vetor foi denominado pGEM-Fus2A.

Para confirmar as sequéncias amplificadas dos genes cbhl.1l, eglll e do
peptideo 2A utilizadas nesta estratégia os vetores pGEM-cbhl.1R e pGEM-2AegllI
foram submetidos a sequenciamento automatico utilizando os primers M13 Universal
e M13 Reverso. As sequéncias resultantes foram submetidas ao programa BLAST, e
comparadas com as sequéncias presentes no banco de dados GenBank, confirmando a
sequéncia do gene cbhl.1de P. chrysosporium, eglll de T. reesei, e da sequéncia 2A
do virus FMDV.

6.5.2 Construcdo com o sitio para a endoprotease Kex2p

Para a construcdo da fusdo génica com o sitio de clivagem para a protease
Kex2p como linker, o gene eglll foi amplificado com os primers Kex-eglll-F e EgllI-
R, que amplifica a regido codante da proteina sem a regido correspondente ao sinal de
secrecdo, ja que a clivagem ocorre apenas no complexo de Golgi. O sitio para a
protease Kex2p (Lys-Arg) foi incluido na porcdo 5° do primer Kex-Eglll-F para ser
amplificada por PCR fusionada a sequéncia do gene eglll. Aos primers Kex-Eglll-F e
EgllIR foram ainda adicionados os sitios para as enzimas de restricdo Xbal e Notl,

respectivamente, para facilitar nas etapas de clonagem (Figura 39).
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Figura 39. Representacdo esquematica da estratégia utilizada para fusdo dos
genes cbhl.1 e eglll com o linker Kex. As setas vermelhas indicam os primers

utilizados para amplificacdo dos genes.

O vetor pGEM-Fus2A foi utilizado como molde na reacdo de PCR para
amplificacdo de Kex-eglll (~1,2 kb) (Figura 40).

2000 pb
1000 pb

Figura 40. Amplificagdo de fragmento de DNA relativo Kex-eglll. Anlise
realizada por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. 1)
reacdo de PCR; M) Marcador 2 log.

O fragmento obtido por PCR apoés purificacdo, foi também ligado ao vetor
pGEM-T. A confirmacdo da clonagem foi realizada a partir do DNA plasmidial
extraido de clones transformantes e digeridos com a enzima de restricdo com sitios
presentes nos primers. A analise confirmou a presenca dos insertos assim como a
integridade do vetor. Esse vetor foi denominado pGEM-Kexeglll. A estratégia de

clonagem para a fusdo com o gene cbhl.1 foi a mesma utilizada para a construcéo da
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fusdo com o 2A. Apos a confirmacao da clonagem esse vetor foi denominado pGEM-
FusKex.

Para analisar a expressdo das fusGes génicas cbhl.1-linker-eglll em S.
cerevisiae sob controle do promotor constitutivo PGK1, foi utilizado o vetor
epissomal Y1PGK1 utilizando a mesma estratégia descrita anteriormente na Figura
14. Apos transformacdo bacteriana e extracdo dos plasmidios, a presenca dos insertos
foram confirmadas por andlise de restricdo com as mesmas enzimas utilizadas para a
clonagem (BamHI e Notl). Para confirmar a clonagem esperava-se a liberacdo de um
fragmento de 7,4 kb correspondente ao vetor, e outro fragmento de ~3 kb para a fusao
génica Fus2A, e ~2,9 kb para a fusdo génica FusKex (Figura 41). Todas as analises
confirmaram a presenga dos insertos assim como a integridade dos vetores. Esses
vetores foram denominados Y1PGK1-Fus2A e Y1PGK1-FusKex.

7000 pb

3000 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 41. Anélise de restricdo dos vetores Y1PGK1-Fus2A e Y1PGK1-FusKex.
Analise realizada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. A. M)
Marcador O’Gene Ruler 1 kb Plus Ladder; 1) Y1PGK1-Fus2A; 2) Y1PGK1- Fus2A
digerido com BamHI e Notl. B. M) Marcador 2 log; 1) Y1PGK1-FusKex digerido
com BamHI e Notl; 2) Y1PGK1-FusKex.
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A Tabela 8 resume os vetores construidos para expressao das fusdes génicas.

Tabela 8. Vetores de expressdo constituviva em S. cerevisiae com as fusdes

génicas.
) Micro-organismo Vetor de Sequéncia Vetor de
Proteina ) ) .
de origem clonagem Linker expressao
EGLII T. reesei
) pBlue-Fus2A 2A Y1PGK1-Fus2A
CBHIL.1  P.chrysosporium
EGLII T. reesei

) pBlue-FusKex Kex Y1PGK1-FusKex
CBHIL.1  P.chrysosporium

6.5.3 Transformacao e deteccéo da atividade enzimatica

A linhagem MFL de S. cerevisiae foi utilizada para transformacgdo com os
vetores de expressdo construidos na etapa anterior, Y1PGK1-Fus2A e Y1PGK1-
FusKex. Os transformantes foram igualmente selecionados pela capacidade de
crescimento em meio minimo-agar (SD-agar) sem leucina.

Para screening dos clones expressando as enzimas celuloliticas, 15-24 clones
transformantes de cada sistema, assim como o controle negativo, foram selecionados
aleatoriamente e submetidos a crescimento em placa de Petri com meio minimo
adicionado de CMC. Os transformantes expressando as enzimas recombinantes foram
detectados pela presenca de halo de hidrélise apds coloracdo com Congo Red (Figura
42). Como pode ser observado, todos os clones analisados apresentaram halos de
hidrélise de tamanhos similares dentro de cada sistema (Fus2A e FusKex), com
excecdo do controle negativo, que ndo apresentou halo, confirmando assim atividade

celulolitica nos transformantes analisados.
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Figura 42. Analise da formacdo de halo de hidrolise em placa de meio minimo
contendo 0,5% CMC. A) Halos de hidrdlise de transformantes com o vetor
Y1PGK1-Fus2A (1-15) e Y1PGK1 (C-); B) Halos de hidrolise de transformantes com
o vetor Y1PGK1-FusKex (1-24) e Y1PGK1 (C-).

Um clone de cada sistema foi selecionado aleatoriamente, denominados
Fus2A e FusKex, j& que ndo foi observada diferenca entre os halos de hidrolise, e fez-
se testes de comparacgdo. Primeiramente em placa de hidrolise de CMC, como pode
ser observado na Figura 43, ndo foi possivel detectar diferenca entre os halos de
hidrélise, no entanto, pode-se observar que os halos de hidrélise dos clones com a
fusbes génicas sdo menores do que aquele formado pelo Clone EGLII.
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Figura 43. Analise da formacdo de halo de hidrolise em placa de meio minimo
contendo 0,5% CMC. (A) Clone EGLII; (B) Clone CBHI.1; (C) Clone Fus2A,; (D)
Clone FusKex.

Para analise de expressdo em meio liquido foram realizadas culturas paralelas
em meio minimo SD dos clones anteriormente selecionados, assim como do clone
controle negativo. Aliquotas foram retiradas diariamente dessas culturas para a
determinacdo da atividade em termos de U/mL, sobre os substratos CMC e pNPC,
respectivamente. A cultura controle e os clones Fus2A e FusKex apresentaram o
mesmo perfil de crescimento e densidade celular. Como pode ser observado na Figura
44, as atividades enziméatica das enzimas heterélogas cresceram proporcionalmente
nos dois clones analisados. Assim como a expressao das enzimas separadamente, foi
detectada atividade logo ap6s 24 horas de crescimento para o substrato pNPC e 48
horas para o substrato CMC, com um aumento gradual nos niveis de atividade e maior
producdo apos 96 horas de crescimento (Fus2A apresentando atividades de 0,1331 e
0,038 U/mL sobre CMC e pNPC, respectivamente; e FusKex 0,1414 e 0,045 U/mL
sobre CMC e pNPC, respectivamente), Gltimo ponto analisado. Os dois clones
apresentaram atividade sobre os dois substratos testados, demonstrando assim a
atividade das duas enzimas em cada um dos clones. Uma sutil diferenca na atividade
sobre CMC e pNPC foi observada, demonstrando que o clone FusKex apresenta

maior atividade sobre os substratos testados. No entanto, as atividades encontradas
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Figura 44. Cinética de producdo enzimatica dos clones Fus2A e FusKex. Linhas
inteiras representam a densidade OGtica e barras as atividades. A) Curva de crescimento

e atividade sobre CMC. B) Curva de crescimento e atividade sobre pNPC.

6.6 Construcao de linhagem com as trés classes de celulases

Ap6s confirmar a efetividade das fusdes génicas, para a construcdo de uma
levedura S. cerevisiae MFL com as trés classes de celulases foi necessaria a clonagem
de uma nova marca de selecdo nos vetores Fus2A e FusKex para que pudessem ser
utilizados para transformacéo do Clone GH1/cdt que ja contém o vetor YEp351PGK-
GH1/cdt com a marca LEU2. A marca escolhida foi o gene de resisténcia a droga
G418, a qual a linhagem MFL apresenta resisténcia a 100 pg/mL (Reis, 2012).

Os vetores Y1PGK1-Fus2A e Y1PGK1-FusKex, foram digeridos com a
enzima de restricdo EcoRV, com sitio presente no gene LEU2, para lineariza-los
expondo extremidades abruptas. Aos vetores foram ligados os fragmento da PCR
realizada com os primers ZeoBlasF3 e ZeoBlasR3 que amplifica o gene que confere
resisténcia a droga G418 utilizando o vetor pPICK (Reis et al., 2012) como molde.

Apés transformacdo bacteriana, os clones resultantes foram analisados quanto
a presenca do inserto através da digestdo com a enzima de restricdo Bglll presente nos
primers (Figura 45A e B). Para os vetores com inserto esperava-se a liberagdo de um
fragmento de ~1,6 kb correspondente ao gene G418, e outro fragmento de ~10,3 kb e
10,2 kb para os vetores Y1PGK1-Fus2A e Y1PGK1-FusKex, respectivamente. Todas
as analises confirmaram a presenca dos insertos assim como a integridade dos vetores.
Os novos vetores passam a conter, portanto, apenas a marca de selecdo G418 ja que a
marca auxotrofica LEU2 foi rompida. Esses vetores foram denominados: Y1PGK1-
Fus2AG418 e Y1PGK1-FusKexG418.
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Figura 45. Andlise de restricdo dos vetores Y1PGK1-Fus2AG418 e Y1PGK1-
FusKexG418. Andlise realizada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etideo. A. 1) Y1IPGK1-Fus2AG418; 2) Y1PGK1-Fus2AG418 digerido com Bglll; M)
Marcador 2 log. B. 1) Y1PGK1-FusKexG418; 2) Y1PGK1-FusKexG418 digerido
com Bglll; M) Marcador 2 log.

A Tabela 9 resume o0s vetores construidos com a marca de selecdo G418.

Tabela 9. Vetores de expressdo em S. cerevisiae contendo a marca dominante
G418.

Vetores de expressao Vetor de expressdo com G418
Y1PGK1-Fus2A Y1PGK1-Fus2AG418
Y1PGK1-FusKex Y1PGK1-FusKexG418

A linhagem MFL de S. cerevisiae, clone GH1/cdt, expressando a B-glicosidase
GH1-1 e o transportador CDT-1, foi utilizada para transformagdo com os vetores
construidos na etapa anterior. Devido a presenca do gene LEU2 no vetor ja

transformado (Y1PGK1-GH1/cdt) e do gene de resisténcia a droga G418 nos vetores
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utilizados para a nova transformacédo, os transformantes foram selecionados pela
capacidade de crescimento em meio minimo-agar (SD-Agar) sem leucina contendo
150 pg/mL G418.

Os transformantes expressando as enzimas recombinantes foram detectados
em placas de meio minimo contendo CMC e G418 pela presenca de halo de hidrolise
apos coloracdo com Congo Red (Figura 46). Como pode ser observado, nem todos 0s
clones analisados apresentaram halos de hidrélise, tendo ocorrido a presenca de falsos
positivos, diferentemente do que ocorreu na transformacdo com a marca auxotréfica
LEU2. Tamanhos de halos diferentes também foram encontrados dentro de cada
sistema. Assim aquele que apresentou o maior halo de hidrélise foi selecionado para

0s testes posteriores e denominados GH1-Fus2A e GH1-FusKex.

Figura 46. Anélise da formacdo de halo de hidrolise em placa de meio minimo
contendo 0,5% CMC. A) Transformantes com o vetor Y1PGK1-Fus2AG418; B)
Transformantes com o vetor Y1PGK1-FusKexG418. As setas indicam os controles

negativos.

Os clones selecionados foram entdo crescidos em placa de celobiose (SC-
Tamponado) e em placa de SD-CMC Tamponado para analise comparativa. Como
pode ser observado, embora o clone GH1-FusKex tenha apresentado crescimento em
celobiose comparavel ao crescimento do clone GH1-Fus2A, o halo de hidrélise sobre
CMC foi bem menor (Figura 47).
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Figura 47. Analise fenotipica dos clones selecionados GH1-Fus2A e GH1-
FusKex. A) Formacao de halo de hidrélise em placa com CMC 0,5%. Clones: 1)
Clone controle negativo; 2) Clone GH1-FusKex e 3) GH1-Fus2A. B) Crescimento em
placa de celobiose como fonte de carbono. Clones: 1) Clone controle negativo; 2)
Clone GH1-FusKex; 3) Clone GH1-Fus2A e 4) Clone GH1/cdt.

Para analise da cinética de producdo enzimatica dos clones foi realizada
cultura em meio minimo SD com o clone GH1-Fus2A. Aliquotas foram retiradas
diariamente dessas culturas para a determinacdo da atividade em termos de U/mL,
sobre os substratos CMC e pNPC. Como pode ser observado na Figura 48, a atividade
enzimatica das enzimas heter6logas cresceu proporcionalmente, assim como também
foi observado no cultivo do Clone Fus2A a atividade foi detectada logo ap6s 24 horas
de crescimento para o substrato pNPC e 48 horas para o substrato CMC, com um
aumento gradual nos niveis de atividade e maior producdo ap6s 96 horas de
crescimento, ultimo ponto analisado. Portanto, foi confirmado a producdo de enzimas

(EGLII e CBHI.1) funcionais e sua secre¢ao para 0 meio.
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Figura 48. Cinética de producéo enzimatica do clone GH1-Fus2A. Linha inteira

representa a densidade Otica e as barras as atividades.

O Clone GH1-Fus2A foi também submetido a um crescimento em
anaerobiose. Este crescimento foi realizado em 70 mL de meio complexo com
celobiose (YPC), com ODgy inicial de 1. Foram retiradas aliquotas para analise por
HPLC do consumo do substrato e produtos formados. Como pode ser observado na
Figura 49, toda a celobiose foi consumida ap6s 120 horas e a producdo de etanol

ocorreu apos 24 horas de cultivo, assim como ocorreu com o Clone GH1/cdt.
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Figura 49. Analise de crescimento e producdo de etanol do Clone GH1-Fus2A.
As células foram crescidas em condigdes de anaerobiose em meio liquido com
celobiose (YPC).

Ap6s a confirmacdo da expressdo dos trés genes celuloliticos na mesma
linhagem foi realizado um crescimento aerébico em meio liquido complexo com
CMC com ODgg inicial de ~6 para andlise de crescimento utilizando o clone GH1-
Fus2A e o controle negativo. Como pode ser observado, durante o tempo em que
foram feitas as andlises de crescimento ndo foi observado crescimento significativo do

clone GH1-Fus2A, assim como no clone controle (Figura 50).
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Figura 50. Curva de crescimento do Clone GH1-Fus2A em meio complexo com

celulose YP-CMC como fonte de carbono.

6.7 Construcéo de vetor de expressao induzida em P. pastoris

Para a construcdo da levedura Pichia pastoris capaz de expressar as celulases
EGLII e CBHI.1 foi utilizada a fusdo génica com o linker 2A. Para a expressao sob
controle do promotor induzivel AOX1, foi utilizado o vetor de expressdo pPIC9. A
estratégia geral para a construcdo destes vetores € mostrada na Figura 50.

Inicialmente, para construcdo dos vetores de expressdo utilizando o pPIC9
(Figura 51A), o vetor de clonagem pGEM-Fus2A, foi digerido com as enzimas de
restricdo BamHI e Notl para liberar o fragmento correspondente a fusdo génica. Apos
purificacdo, o fragmento foi ligado ao vetor pPIC9 previamente linearizado com as

mesmas enzimas de restri¢do e utilizados para transformacéo de E. coli.
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Figura 51. Representacdo esquematica da estratégia utilizada para construcao
dos vetores pPIC9 contendo os genes de interesse.

Apbs transformacdo bacteriana e extracdo dos plasmidios dos clones
transformantes, a presenca do inserto foi confirmada pela anélise de restricdo com as
enzimas utilizadas para clonagem (BamHI e Notl). Para o vetor com 0 inserto
esperava-se a liberacdo de um fragmento de 8 kb correspondente ao vetor, e outro
fragmento de ~3 kb para a fusdo cbhl.1-2A-eglll (Figura 52). As anélises de restricdo
comprovaram a presenca do inserto e a integridade do vetor. Esse vetor foi
denominados: pPI1C9-Fus2A.
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Figura 52. Andlise de restricdo para confirmacdo dos vetores pPIC9-Fus2A.
Analise realizada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. 1) pPIC9-
Fus2A,; 2) pPIC9-Fus2A digerido com BamHI e Notl; M) Marcador O’Gene Ruler 1
kb Plus Ladder.

Para integracdo no genoma de P. pastoris, 0 vetor da série pPIC9 foi digerido
com a enzima de restricdo Bglll para liberacdo do cassete de integracdo. Apds a
digestdo, o fragmento, que contém o cassete de expressao e a marca HIS4, expde nas
extremidades sequéncias do locus AOX1 para direcionar a integracdo, que pode
ocorrer no locus HIS4 assim como no locus AOX1 por substituicdo ou inserc¢do. Para
controle negativo da expressdo o vetor pPIC9 original foi digerido com a enzima

Bglll e usado para transformagéo de P. pastoris.

6.8 Transformacao de P. pastoris com vetor de expressdo induzida e detec¢do da

atividade enzimatica

A linhagem GS115 de P. pastoris foi transformada com o vetor de expressao
construido na etapa anterior devidamente linearizado como descrito anteriormente.
Devido a presenca do gene histinol desidrogenase (HIS4) nos vetores pPIC9 que
complementam a mutagdo auxotrdfica his4 da linhagens GS115, os transformantes
com os vetores pPIC9 e pPIC9-Fus2A, foram selecionados pela capacidade de

crescimento em meio minimo-agar (MD-Agar) sem histidina.
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A transformacdo resultou entre 100-200 transformantes. Para screening dos
clones expressando as enzimas EGLII e CBHI.1, alguns clones foram selecionados
aleatoriamente e submetidos a crescimento em placa de Petri com meio minimo
adicionado de CMC, adicionando-se metanol a cada 24 horas para promover a
inducdo do promotor. Os transformantes expressando as enzimas recombinantes
foram detectados pela formacéo de halos de hidrolise ap6s coloragdo com Congo Red
(Figura 53A e B). Como pode ser observado, nem todos os transformantes com o
vetor pPIC9-Fus2A analisados apresentaram halos, e os halos encontrados

apresentaram tamanhos variados.

Figura 53. Anélise da formacé@o de halo de hidrolise em placa de meio MM-
CMC-Agar Tamponado de transformantes com o vetor pP1C9-Fus2A. O controle

negativo (C-) é representado pelas células transformadas com o vetor pPICO9.

O clone transformante que apresentou o maior halo de hidrolise foi
selecionado para as analises posteriores e denominado Clone FusAOX (Figura 54).
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Figura 54. Anélise da formacdo de halo de hidrolise em placa de meio MM-

CMC-Agar Tamponado do transformante selecionado FusAOX.

Para cinética de producdo da enzima foi realizado crescimento em meio de
indugdo BMMY com o clone selecionado e o controle negativo durante 72 horas
(Figura 55A, B e C). Aliquotas foram retiradas diariamente dessas culturas para a
determinacdo da atividade sobre CMC, Sigmacel e papel de filtro em termos de
U/mL.

O clone controle e o clone selecionado FusAOX apresentaram o mesmo perfil
de crescimento e densidade celular. O crescimento em metanol foi lento e a producéo
da enzima heterdloga cresceu proporcionalmente. Como esperado, nao foi detectada
atividade enzimatica superior ao controle nas culturas ndo induzidas (pré-inéculo e
tempo 0). No entanto, com a troca do meio com glicerol pelo meio com metanol
(como fonte de carbono), o promotor AOX1 foi induzido, sendo detectada atividade
nas primeiras 24 horas de crescimento. Depois disso, com o progresso da fase de
inducdo houve um aumento gradual nos niveis de atividade. A maior producao foi
encontrada no Gltimo ponto analisado, apds 72 horas de inducao.
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Figura 55. Cinética de producgdo enzimatica do clone FusAOX. (C-). A) Curva de
atividade sobre CMC (U/mL); B) Curva de atividade sobre Sigmacel (U/mL); C)
Curva de atividade sobre papel de filtro (U/mL). Ensaios realizados com os

sobrenadantes da inducdo com metanol nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas.
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Para confirmar a integracdo da fusdo génica cbhl.1-2A-eglll no genoma do
transformante, foi realizada uma reacdo de PCR utilizando o DNA total extraido do
clone controle e do clone FusAOX como moldes e os primers Cbhl.1-F e EgllI-R que
amplificam a fusdo génica. Como pode ser visto na Figura 56, a reacdo gerou um
fragmento de ~3 kb apenas quando utilizado o DNA genémico do clone FusAOX,
que corresponde ao tamanho esperado da amplificagdo da fuséo génica, confirmando

assim sua integragéo.

3675pb

2323 pb

Figura 56. Amplificacdo de fragmento de DNA relativo a fusdo génica cbhl.1-2A-
eglll. Foi utilizado como template DNA genémico do clone FusAOX de P. pastoris.
Analise realizada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. 1) 1 reacdo
de PCR utilizando o DNA gendmico extraido do controle negativo como molde; 2)
reacdo de PCR utilizando o DNA gendmico extraido do clone FusAOX como molde;
M) Marcador A BstEII.

Uma anélise qualitativa foi realizada utilizando o substrato MUC. O
sobrenadante da inducéo foi utilizado na reacdo, e a atividade sobre esse substrato foi
detectada pela formacdo de fluorescéncia quando a reacdo foi exposta a luz
ultravioleta resultante da degradacdo do substrato. Como pode ser observado na

Figura 58, houve uma producdo gradual de fluorescéncia no decorrer do tempo de
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inducdo do clone FusAOX superior a fluorescéncia produzida pelo reacdo com o

sobrenadante da cultura do controle negativo (Figura 57).

C- FusAOX

\ \
[ | |

H,0 0 24 48 72 0 24 48 72 hr

Figura 57. Ensaio qualitativo de atividade com o substrato sintético MUC.
Reacdo enzimatica realizada com os sobrenadantes da cultura (0, 24, 48 e 72 horas de
inducdo) dos clones C- e FUSAOX e 5 mM do substrato MUC. O controle da reacao
foi feito utilizando agua ao invés dos sobrenadantes da cultura. A atividade foi
detectada pela emissdo de fluorescéncia ap6s exposicdo a luz ultravioleta.

Na placa de hidrélise, também ficou evidente a deteccdo de atividade sobre
CMC presente no sobrenadante da cultura (Figura 58). No perfil do clone FusAOX, a
partir de 24 horas, ja pdde ser detectado halos de hidrélise de tamanhos crescentes
proporcionalmente ao tempo, e maiores do que os halos encontrados no sobrenadante

do cultivo do controle negativo.
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Horas de indugao

FusAOX ——>

Figura 58. Ensaio de formacdo de halo de hidrolise em placa contendo 0,5%
CMC. A revelacdo foi feita com Congo Red. Sobrenadante (2 pL) das culturas de
inducdo dos tempos 0, 24, 48 e 72 horas de inducédo dos clones C- e FUSAOX.

A fim de detectar as enzimas recombinantes, determinar suas massas
moleculares e confirmar a clivagem da proteina de fusdo EGLII-2A-CBHI.1, para
produzir proteinas independentes, as proteinas presentes no sobrenadante das culturas,
no tempo que apresentou maior atividade enzimatica (72 horas de indugéo), foram
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE. Como controle foi usado o
sobrenadante da linhagem controle ap6s o mesmo tempo de inducdo. A partir do
perfil de migracdo das proteinas no gel foi possivel identificar duas bandas
correspondentes as enzimas recombinantes de P. pastoris no sobrenadante do clone
FusAOX e que nao esta presente no perfil do controle negativo (Figura 59). A massa
molecular destas proteinas foram estimadas em 50 kDa e 70 kDa que correspondente
a massa molecular predita para as proteinas EGLII e a massa encontrada quando a
CBHI.1 foi expressa em S. cerevisiae, respectivamente, confirmando assim a

clivagem da proteina de fusdo pelo peptideo 2A.
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C- FusAOX M kDa

70

50

Figura 59. Analise do perfil proteico do sobrenadante da cultura do clone
FusAOX. Anadlise realizada em gel SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie blue.
C-) Sobrenadante do controle negativo apos 72 horas de inducdo; FusAOX)
Sobrenadante do clone FusAOX ap6s 72 horas de cultura; M) Marcador Unstained
Protein Marker Fermentas. As setas indicam a posi¢do das bandas de ~70 kDa e 50

kDa correspondente as enzimas CBHI.1 e EGLII, respectivamente.

Para confirmagdo da banda correspondente as enzimas celuloliticas foi
realizado um zimograma com 0s mesmos sobrenadantes utilizados anteriormente,
sendo a eletroforese realizada em condic¢des desnaturantes, na presenca de 0,15% de
CMC no gel. Apos a corrida o gel foi tratado de forma a promover a renaturacdo das
proteinas, corado com Congo Red e descorado com solucdo de NaCl, evidenciando
um halo de hidrélise correspondente a atividade da proteina EGLII que ndo apareceu
no perfil do controle negativo (Figura 60). Ndo foi possivel observar halo de

degradacéo do substrato especifico para a CBHI.1 pois o sobrenadante do cultivo do

118



6.RESULTADOS

controle negativo, apresentou halo de degradacdo, na posi¢cdo em que se encontraria a

a proteina CBHI.1.

C- FusAOX

Figura 60. Zimograma com o sobrenadante de cultura do recombinante de P.
pastoris FUSAOX. Andlise realizada em gel SDS-PAGE contendo 0,15% CMC. A
proteina foi renaturada e o gel corado com uma solucao de 0,1% de Congo Red, como
descrito em métodos. A seta indica degradacdo na altura de aproximadamente 50 kDa

que coincide com a massa molecular tedrica estimada para a EGLII de T. reesei.
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7.1 Linhagens de S. cerevisiae produtoras de celulases

A producgdo de etanol lignocelulésico transformou-se em um grande desafio
para a industria de energia renovavel. A celulose presente nos residuos
lignocelulosicos representa uma fonte abundante de aglcares, mas estes s se tornam
disponiveis para fermentacdo apos a etapa de hidrélise (Sun & Cheng, 2002). As
grandes quantidades de enzimas necessarias para a conversdo enzimatica de celulose
em acUcares fermentaveis impacta severamente sobre a relacdo custo-eficacia desta
tecnologia. Atualmente existe um esfor¢o no campo do etanol combustivel no sentido
de expandir o espectro de substratos utilizados pela levedura S. cerevisiae para
producdo de etanol, pois, mesmo pequenos aumentos no rendimento de etanol podem
significar grandes aumentos em termos de lucratividade do processo de conversdo, ja
que cerca de 60% do custo de producéo de etanol é referente a matéria-prima.

Um dos processos em desenvolvimento no Brasil para utilizacdo da celulose
contida no bagago da cana-de-agucar, o SSF, diminui a complexidade da converséo de
celulose a etanol, pois o equilibrio das reacdes enzimaticas é deslocado no sentido de
formacdo do produto, visto que a glicose gerada na hidrolise é constantemente
consumida pela levedura. No entanto, a estratégia ideal envolve a producdo de
enzimas celuloliticas e a conversdo dos agucares resultantes (hexoses) aos produtos
desejados em um processo de Unica etapa através de um micro-organismo celulolitico
(Shen et al., 2008). Neste sentido, conduzimos o trabalho com o intuito de construir
uma levedura que produzisse trés tipos de celulases, endoglicanase, celobiohidrolase e

B-glicosidase, necessarios para a degradacdo da celulose.

7.1.1 Linhagens de S. cerevisiae produtoras das trés classes de celulases

isoladamente

A primeira etapa para a producdo de uma linhagem de S. cerevisiae capaz de
degradar celulose foi a expressdo isolada dos genes celuloliticos escolhidos para
confirmar a expressdo de enzimas funcionais pela levedura recombinante. Os
promotores utilizados para a expressdo dos genes, Ppgk1 (expressdo dos genes egllil,
cbhl.1, bgll, bgl4 eghl-1), e 0 Papri (eXpressdo dos genes cdt-1 e bgl4 fusionado a a-

aglutinina), sdo aqueles que em S. cerevisiae transcrevem os genes codificadores das
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enzimas 3-fosfoglicerato quinase e alcool desidrogenase I, respectivamente, ambos da
via glicolitica. Esses promotores estdo entre os mais eficientes de levedura e séo
utilizados quando um nivel elevado de expressdo constitutiva do gene € requerido
(Romanos et al., 1992).

Os substratos para as analises de atividade enzimatica foram escolhidos de
forma a permitir a caracterizacdo individual de cada enzima nos experimentos de co-
expressdo. A CMC (carboximetilcelulose), uma celulose amorfa é tradicionalmente
utilizada para quantificar atividade das endoglicanases, existindo pouca ou nenhuma
atividade das celobiohidrolases sobre esse substrato. O pNPC, um substrato sintético
formado pela ligacdo do composto colorido pNP ao carbono anomérico da celobiose
por uma ligacdo B-1,4-glicosidica, € comumente utilizado como substrato para
quantificar a atividade das celobiohidrolases (Zhang et al., 2011; Lahjouji et al.,
2007; Taipakova et al., 2011; Banerjee et al., 2010; Verchot & Borelli, 2005).

A expressdo individual da endoglicanase Il de T. reesei e da celobiohidrolase
I.1 de P. chrysosporium na S. cerevisiae MFL apresentou perfis semelhantes de
producdo. Os dois sistemas de transformacdo mostraram-se eficientes gerando varios
transformantes onde todos os clones analisados apresentaram atividade (Figura 23).
Ndo foi observada qualquer atividade enzimatica no sobrenadante do controle
negativo o que mostra que as atividades encontradas pelos transformantes s6 podem
ser atribuidas a expressdo dos genes celuloliticos. Além disto, os resultados
mostraram que as enzimas secretadas no meio sao funcionalmente ativas.

Diversos trabalhos na literatura tém relatado a expressdo bem sucedida do
gene eglll de T. reesei em S. cerevisiae (Fujita et al., 2004; Yanase et al., 2010;
Khramtsov et al., 2011). A linhagem MFL selecionada, transformada com o vetor
contendo o gene eglll, como esperado, apresentou atividade sobre o substrato CMC
(alcangando 0,19 U/mL apds 96 horas de cultivo) e baixa atividade sobre o substrato
sintetico pNPC (apenas 13% da atividade encontrada no clone CBHI.1, ap06s 96 horas
de cultivo). As endoglicanases atuam especificamente sobre as regifes internas da
celulose amorfa, e 0 pNPC, por ser um composto pequeno analogo da celotriose, ndo
é substrato ideal para esta enzima.

A expressdo das celobiohidrolases representa um desafio particular, pois a
atividade especifica dessas enzimas é menor do que a de outras celulases.
Quantidades maiores de proteinas devem ser produzidas, pois baixos niveis de

expressdo podem dificultar a deteccdo da atividade. Os exemplos de expressdo de
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CBH em S. cerevisiae incluem a CBH1 e CBH2 de T. reesei, CBHB de A. niger,
CBH1-4 de P. chrysosporium, dentre outros (IImén et al., 2011; Den Haan et al.,
2006).

A celobiohidrolase CBHI.1 do fungo P. chrysosporium, foi anteriormente
expressa em S. cerevisiae por Brandao (1996), e apresentou-se ativa no sobrenadante
da cultura, quando foi expressa a partir de vetores epissomais e integrativos.
Testamos, portanto, a expressdo funcional dessa enzima na linhagem semi-industrial
MFL para confirmar sua expresséo. O transformante primeiramente selecionado em
placa de CMC expressando a enzima CBHI.1, apresentou maior atividade sobre o
substrato sintético pNPC quando foi usada enzima coletada no tempo de 96 horas,
onde os valores de atividade enzimética foram de 0,049 U/mL. Nenhuma atividade
sobre CMC foi detectada ja que celobiohidrolases tém baixa atividade sobre esse tipo
de celulose, sendo mais especifica para a celulose cristalina. Sendo assim, ficou
demonstrada a funcionalidade de CBHI.I no sobrenadante do cultivo da linhagem
MFL.

Diversos trabalhos, com o objetivo de construir linhagens de S. cerevisiae
capazes de crescer em celobiose, isolaram e expressaram na levedura genes de
diferentes B-glicosidases de fungos celuloliticos (A. niger, C. peliculosa, S. fibuligera,
K. lactis, A. kawakii, T. reesei, H. grisea, C. wickerhamii). No entanto, em sua
maioria, as enzimas expressas ficaram retidas no espaco periplasmatico ou no
citossol, ndo sendo possivel o crescimento das células em meio contendo celobiose
(Lynd et al., 2002; van Rooyen et al., 2005; Kohchi & Toh-e, 1986; Benoliel et al.,
2010). Apenas os transformantes expressando o gene da [-glicosidase 1 de S.
fibuligera e de A. aculeatus secretaram as enzimas e foram capazes de crescer em
meio contendo celobiose como Unica fonte de carbono (McBride et al., 2005; Gurgu
et al., 2011; Shen et al., 2008). No entanto, utilizando a técnica de Yeast Surface
Display (YSD), que envolve o ancoramento de proteinas na superficie externa da
parede celular da levedura (Kondo & Ueda, 2004), foi obtido um relativo sucesso na
expressao de algumas [-glicosidases. Genes codificadores de B-glicosidase de A.
aculeatus, S. fibuligera, A. kawachii e A. oryzae fusionados ao C-terminal da a-
aglutinina de S. cerevisiae foram expressos para que as proteinas de fusdo ficassem
ancoradas na superficie celular. Desta forma, as leveduras resultantes foram capazes
de crescer aerdbica e anaerobicamente em celobiose (van Rooyen et al., 2005; Fujita
et al., 2004; Katahira et al., 2006; Den Hann et al., 2007).
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Recentemente, uma nova estratégia vem sendo abordada para permitir o
crescimento da levedura em celobiose como fonte de carbono. Tal estratégia consiste
na expressdao de transportadores de celodextrinas, além da expressdo de uma f-
glicosidase intracelular (Galazka et al., 2010; Ha et al., 2010; Li et al., 2010; Guo et
al., 2011; Ha et al., 2011).

Neste trabalho utilizamos varias abordagens para expressar B-glicosidase em
S. cerevisiae. Testou-se a expressdo da enzima BGL1 de S. fibuligera em sua forma
nativa, fusionada ao C-terminal da a-aglutinina (proteina envolvida na adesdo sexual
entre células de sexos diferentes de S. cerevisiae) e com o peptideo sinal do fator o de
S. cerevisiae (sinal de secrecdo mais utilizado para expressao de genes heterdlogos em
S. cerevisiae). Também foi testada a expressdo da BGL4 do fungo H. grisea
fusionada ao C-terminal da a-aglutinina e com peptideo sinal de S. cerevisiae, ja que a
forma nativa, quando expressa na linhagem MFL, ficou retida no espaco
periplasmatico como relatado por Benoliel et al. (2010). Outra abordagem testada foi
a da co-expressao da [-glicosidase intracelular GH1-1 e do transportador de
celodextrinas CDT-1 de N. crassa. Em todos 0s casos, a selecéo utilizada foi apenas a
capacidade de crescimento em meio com celobiose como unica fonte de carbono.

Dentre todos 0s genes e estratégia utilizados, apenas o sistema envolvendo a
co-expressao dos genes ghl-1 e cdt-1 apresentou um resultado satisfatorio. Dentre 0s
clones analisados, apenas 20% dos transformantes foram capazes de crescer em
celobiose (Figuras 26 e 30). A atividade de B-glicosidase foi detectada no extrato
celular, embora alguma atividade sobre o substrato pPNG tenha sido também
encontrada no sobrenadante da cultura, podendo ser decorrente da morte celular e
difusdo da enzima para o meio, ja que o teste foi realizado apds 96 horas de cultivo
(Figura 32). A levedura expressando a [-glicosidase intracelular, e sem o
transportador, ndo foi capaz de crescer em celobiose, confirmando que a expressao do
transportador CDT-1 é fundamental para o crescimento da levedura em celobiose.

A constatacdo de que as enzimas analisadas nesse trabalho, secretadas ou
ancoradas a parede celular, ndo propiciaram crescimento celular em celobiose é
intrigante uma vez que héa relatos de expressdo bem sucedida descritos na literatura
(Katahira et al., 2006; van Rooyen et al., 2005; McBride et al., 2005; Fujita et al.,
2004; Yanase et al., 2010). Especulamos que a linhagem utilizada nesse trabalho, por
se tratar de uma linhagem semi-industrial, apresente alguma diferenga nas

propriedades estruturais de sua parede celular quando comparada as linhagens de
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laboratdrio utilizadas nos trabalhos descritos na literatura. Isso poderia explicar a
dificuldade para a secregdo das enzimas ¢ para o ancoramento da a-aglutinina em sua
parede. Além disso, pode-se também sugerir que o0 insucesso observado tenha sido
devido a limitados niveis de atividade das B-glicosidases produzidos pelas leveduras
transformantes, insuficientes para degradar a celobiose, ndo permitindo, portanto, que
a levedura pudesse utilizar de forma eficiente a fonte de carbono e produzir energia
para suportar o ciclo de metabolismo e manutencdo celular.

O sistema utilizando a [-glicosidase intracelular e o transportador de
celodextrinas, no entanto, provou ser eficiente permitindo que a levedura crescesse
em celobiose em condi¢des aerdbicas e anaerdbicas (Figuras 33 e 34), embora a
producdo de etanol a partir desse substrato tenha sido observada apenas na segunda
condicdo. O crescimento em celobiose foi mais lento do que o crescimento em glicose
devido, provavelmente, a necessidade de uma etapa adicional, a quebra da celobiose.
Observou-se uma fase de adaptacdo ao substrato com baixo crescimento nas primeiras
48 horas de cultivo, o que foi também relatado nos experimentos realizados por
Galazka et al. (2010) expressando GH1-1 e o transportador CDT-1.

Nas condi¢cdes aerdbicas, foi possivel o crescimento celular do clone
selecionado GH1/cdtl em meio com celobiose, como fonte de carbono e, embora ndo
tenha sido detectada a formacéo de etanol, foi verificada a produgéo de glicerol. A
formacdo de glicerol, o mais abundante dos compostos orgéanicos secundarios da
fermentacdo, esta acoplada a manutencao do equilibrio redox celular (Jennings et al.,
1984). Segundo Converti et al. (1995), quando se tem acumulo de glicerol no caldo
fermentado, ocorre um decréscimo lento e linear da produtividade especifica maxima
de etanol. A producéo de glicerol em condigdes fermentativas pode ser eliminada pela
presenca de baixas concentracfes de oxigénio (condi¢cGes microaerdbicas).

No experimento em anaerobiose foi observado o consumo da celobiose e a
producdo de etanol, ndo tendo sido detectado a presenca de glicerol. Embora as taxas
de etanol tenham sido baixas em relacdo aos trabalhos j& publicados utilizando o
mesmo sistema de expressdo - Ha et al. (2010) produziram ~10 g/L de etanol ap6s
120 horas de cultivo que corresponde a 0,441 g de etanol por g de glicose - ficou
comprovado a producdo de etanol pela levedura recombinante em condicGes
anaerobicas utilizando celobiose como substrato. As baixas concentracfes de etanol
podem ser associadas & evaporagdo, desvio da produgdo para geracdo de outros

subprodutos, ou as condi¢des de cultivo ndo-controladas. A produgdo de etanol a
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partir de glicose, embora maior que a encontrada em celobiose, também foi baixa,
1,084 g¢/L de etanol nas primeiras 24 horas, que corresponde a rendimento de 0,048 g
etanol/g glicose consumida, apenas 9,4% do valor tedrico, indicando que realmente as
condicdes de cultivo ndo foram adequadas. Uma fermentacdo em biorreator deve ser
realizada para se ter um controle mais apurado das condi¢des de fermentacdo e, assim,
permitir que se analise a eficiéncia de producéo de etanol pela levedura recombinante.
Como relatado por Li et al. (2010), em culturas em frascos com baixo controle do
processo fermentativo, 83% da celobiose foi consumida em 96 horas produzindo 0,28
g etanol/g aclcar, enquanto que 0 mesmo clone, quando cultivado em biorreator e sob
condicbes mais bem controladas, consumiu a celobiose em apenas 48 horas, e a
producéo de etanol foi de 0,39 g/g de agucar.

Nos cultivos em celobiose, tanto em modo aerdbico como anaeroébico, foi
detectada a presenca de celotriose no meio durante o curso do experimento entre 24 e
120 horas (Figura 35). E provavel que a celotriose acumulada tenha sido gerada pela
atividade de transglicosilagdo da B-glicosidase GH1-1, e secretada pelo transportador
CDT-1, o qual facilita o transporte de celodextrinas em ambas as direcOes
(intracelular < extracelular). Ha et al. (2010) utilizando o mesmo sistema de
expressdo de B-glicosidase/transportador, observaram que esse acumulo é transitorio,
ndo reduzindo a producdo do produto, pois as celodextrinas acumuladas foram
consumidas ap0s a deplecédo da celobiose. No entanto, a sintese de celodextrinas pode
diminuir a produtividade de etanol, pois as taxas de transporte de celotriose podem ser
mais lentas do que a de celobiose. Como sugerido pelos autores, deve-se pensar em
uma otimizacdo do transportador e dos niveis de GH1 ou a identificagdo de B-
glicosidases com atividade de transglicosilacéo reduzidas.

O sistema de expressao da P-glicosidase com o transportador apresenta
algumas vantagens em relacdo as outras estratégias. O ambiente intracelular de
levedura, onde a maioria das atividades metabdlicas é realizada, € um espaco
limitado, o que torna mais facil a ligacdo da enzima a seu substrato, além disso, 0
ambiente comparativamente estavel pode facilitar a reacdo de hidrélise. A eficiéncia
da hidrolise de celobiose por uma p-glicosidase secretada é, provavelmente,
dificultada quando a concentragdo de etanol estd elevada, assim, altos niveis de -
glicosidase séo exigidos para a eficiente quebra da celobiose.

As leveduras que expressam um sistema de transporte de celodextrinas podem

melhorar a eficiéncia do processo SSF por meio da reducdo da concentracdo de
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celobiose e glicose no meio, reduzindo, assim, o efeito inibitério desses compostos
sobre as celulases. Isso reduz o risco de contaminagdo por organismos glicose-
dependentes e, consequentemente, leva a um aumento da taxa de producéo de etanol.
Além disso, o transportador CDT-1 tem maior afinidade aparente pela celobiose (Km
~3-4 mM), quando comparado com as B-glicosidases fungicas secretadas (Km ~100-
1000 mM) e dos transportadores de hexoses de S. cerevisiae (Km ~1000 a 10.000
mM), o que deve manter mais eficazmente os niveis de aglcar sollveis abaixo da
concentracdo em que eles inibem as celulases fangicas — constante de inibigdo (Ki) de
celobiose ~19-410 mM (Ha et al., 2010).

Estudos recentes realizados na UFRJ mostram que uma etapa limitante no
processo SSF é o acumulo de celobiose, que inibe a atividade das celulases usadas nas
etapas iniciais de hidrélise (Vasquez et al., 2007). Com adi¢dao de mais B-glicosidase
durante o SSF, observou-se reducédo da inibi¢do das celulases e uma maior eficiéncia
nas taxas de producdo de etanol. Todavia, 0s custos do processo aumentaram
proporcionalmente e ainda foi observada celobiose ndo-consumida no meio. Mutreja
et al. (2011) também mostraram a necessidade de complementar as celulases
comerciais utilizadas com a adi¢do de quantidades adicionais de B-glicosidase durante
0 processo SSF para reduzir a concentracdo de celobiose acumulada. Isto pode ser
explicado pelo baixo conteado de p-glicosidases nos coquetéis enzimaticos
comerciais comumente utilizados, assim como pela inibi¢cdo da enzima pela glicose
(Mais et al., 2002).

Como os tradicionais coquetéis de celulases fungicas exigem a adicdo de f-
glicosidase para conversdo total de celobiose em glicose durante a fermentagéo, o
desenvolvimento da levedura recombinante neste trabalho mostra que a
suplementacdo desta enzima pode ser reduzida, contribuindo dessa forma para a

reducdo dos custos associados com o processo de sacarificagdo da celulose.
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7.1.2 Construcdo de linhagens de S. cerevisiae co-expressando a fusdo génica
cbhl.1-linker-eglll

Os genes codificadores das enzimas endoglicanase 1l e celobiohidrolase 1.1
foram clonados e expressos com sucesso. Neste trabalho buscamos uma estratégia que
envolvesse a expressdo simultanea desses genes em um unico vetor a fim de reduzir o
nimero de construgdes necessarias para a producdo de leveduras celuloliticas. A
utilizacdo de vetores de expressdo bicistrénica é o método de escolha quando um
controle estequiométrico das enzimas envolvidas € necessario (Dzivenu et al., 2004).
As varias enzimas celuloliticas interagem sinergisticamente, tornando importante que
as quantidades das celulases sejam apropriadamente balanceadas para alcangar a
maior taxa de hidrélise (Yamada et al., 2011). Utilizando os sistemas de sequéncias
linkers a quantidade de enzimas produzidas podera ser controlada pela quantidade de
genes inseridos nos cassetes de expressao.

Neste trabalho foi testada a co-expressdo dos genes de celulases na forma de
“fusdes génicas” utilizando dois sistemas de clivagem in vivo. Um dos sistemas
envolve o uso de uma sequéncia autoclivante 2A do virus FMDV enquanto que no
outro as proteinas sdo separadas por um sitio para a endoprotease Kex2p. A posicao
em que os genes foram fusionados foi propositalmente determinada: cbhl.1 na
posi¢ao 5’ com relagao a eglll (Figuras 37 e 39). Isso foi feito para que a producgéo e
secrecdo da proteina localizada downstream pudesse ser detectada, pois o halo de
hidrolise das endoglicanases em placas com CMC é maior do que aquele produzido
pelas celobiohidrolases. Dessa forma, a simples verificagdo da formagdo de um halo
de hidrélise com tamanho significativo representa um indicio de que a primeira
enzima, a CBHI.1, foi efetivamente produzida ja que os genes formam uma fusao
traducional, assim como a segunda enzima EGLII.

Os dois sistemas testados (uso da sequéncia linker 2A e sitio para Kex2p)
resultaram em enzimas funcionais (Figura 44). No entanto, como pode ser observado,
a utilizacdo do sistema de clivagem com o sitio para a protease Kex2p apresentou
resultados melhores, mesmo quando analisada a expressdao em termos de atividade/g
de célula: 36,96 U/g e 42,84 U/g de célula de atividade sobre CMC e 10,55 U/g e
13,64 U/g de célula de atividade sobre pNPC para as fusdes com o linker 2A e com 0

sitio para a Kex2p, respectivamente.
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Até agora, ha somente dois relatos nos quais a presenca do linker 2A na
extensdo C-terminal conduziu a uma pequena reducdo na atividade enzimatica da
proteina upstream (Ma & Mitra, 2002; Ansari et al., 2004). Como a sequéncia 2A,
apos a clivagem, fica localizada como uma extensdo C-terminal na proteina upstream
desta sequéncia (Donnelly et al., 2001b), especulamos que a presenca dos 33 residuos
de aminodcidos referentes a sequéncia 2A possam ter afetado a atividade da CBHI.1
pois o sitio de ligacdo a celulose, CBD, estd localizado na por¢do C-terminal da
enzima. A eficiéncia de ligagdo de celulases ao substrato é consideravelmente
aumentada pela presenca do CBD e 0 aumento da ligacdo ao substrato claramente esta
correlacionado com uma melhor atividade (Limon et al., 2001). Alguns trabalhos ja
demonstraram que diversas proteinas fusionadas utilizando o peptideo 2A foram
processadas com sucesso em proteinas independentes e funcionais quando expressas
na levedura S. cerevisiae. O sistema mostrou-se eficiente quando foram co-expressas
uma B-glucoronidase e a proteina repdrter GFP (de Felipe et al., 2003). A expressao
de celulases (B-glicosidase B e endoglicanase Cel5A de Thermotoga maritima,
exoglicanase E3 de Thermomonospora fusca e a xilanase Il de T. reesei) separadas
pelo linker 2A foi relatada apenas em plantas de tabaco mostrando-se eficiente
clivagem das enzimas (Lee et al., 2012).

A co-expressdo das celulases EGLII e CBHI.1 gerou clones transformantes
com atividades sobre os dois substratos testados CMC e pNPC, no entanto, as
atividades encontradas foram menores do que aquelas quando as enzimas foram
expressas separadamente na levedura. As atividades sobre CMC correspondem a
72,3% e 68,11% da atividade apresentada pelo Clone EGLII, com as fusées com 0s
linkers Kex2p e 2A, respectivamente, assim como, as atividades sobre pNPC
encontradas correspondem a 91,8% e 77,55% das atividades apresentadas pelo Clone
CBHI.1, com as fusdes com o linkers Kex2p e 2A, respectivamente (Figuras 25 e 44).
Podemos atribuir esses resultados a fatores como saturamento da via de secre¢ao ou
esgotamento de fatores de transcric¢do, pois a producgéo de proteinas secretadas requer
gue as mesmas sejam capazes de entrar na via secretoria, sejam corretamente
dobradas e processadas e, finalmente, secretadas em uma forma ativa no meio
extracelular. E sabido que a expressdo de proteinas heterologas ¢ limitada por reacdes
de estresse celular que podem influenciar a produtividade. A maquinaria necessaria

para 0 dobramento de cada proteina pode ser saturada quando proteinas heter6logas
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sdo super-expressas, causando acumulo de proteinas dobradas incorretamente ou
proteinas agregadas no reticulo endoplasmatico (Ilmén et al., 2011).

O fendmeno da co-expressdo de enzimas segregadas que apresentam
atividades mais baixas do que aquelas obtidas quando sdo expressas em separado ja
foi relatado anteriormente. Jeon et al. (2009a) quando co-expressaram os genes da f3-
glicosidase 1 de S. fibuligera e endoglicanase E de Clostridium thermocellum houve
um decréscimo de 23,8% para a atividade BGase e 33,11% para a atividade sobre
CMC em comparagdo com a expressao das enzimas separadamente. Den Hann et al.
(2006) também observaram um decréscimo de 37,67% e 36,17% quando co-
expressaram a [-glicosidase 1 de S. fibuligera e a endoglicanase | de T. reesei,
respectivamente, quando comparado a expressdo das enzimas separadas. No entanto,
também foi observado que a co-expressdo ndo foi diferente da expressdo individual
(Katahira et al., 2006), ou que apresentou pouca diferenca (Wen et al., 2009). Ha
relatos até de um aumento na expressdo de enzimas quando co-expressas. Fujita et al.
(2004) observou que a atividade da B-glicosidase 1 de Aspergillus aculeatus quando
co-expressa com a endoglicanase Il e a celobiohidrolase Il de T. reesei, foi 2 vezes
maior e 1,6 maior do que quando expressa sozinha ou com o gene EGLII,

respectivamente.

7.1.3 Construcéo de linhagens de S. cerevisiae co-expressando as fusdes génicas
cbhl.1-linker-eglll e o sistema GH1/cdtl

A produgdo direta de etanol a partir de celulose tem sido alcancada através da
co-expressao de genes de celulases envolvidos nas rea¢Bes sequenciais da hidrolise da
celulose. Por exemplo, Den Haan et al. (2006) co-expressaram dois genes de
celulases, uma endoglicanase de T. reesei e a B-glicosidase 1 de S. fibuligera em S.
cerevisiae. A levedura resultante cresceu em celulose PASC como unica fonte de
carbono com concomitante producdo de etanol. Fujita et al. (2004) produziram etanol
a partir de fontes de celulose, tais como B-glicana e PASC, sem a adigéo de celulases
comerciais utilizando uma linhagem recombinante de S. cerevisiae na qual estavam
ancoradas as enzimas EGIl e CBHII de T. reesei e BGL1 de A. aculeatus na
superficie da célula. O rendimento de etanol produzido a partir de PASC consumido
foi de 0,45 g/g que corresponde a 88,5% do rendimento tedrico. Jeon et al. (2009b)
co-expressaram a proteina bacteriana EngD de C. cellulovorans e a BGL1 de S.
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fibuligera em S. cerevisiae de modo que a levedura recombinante foi capaz de
hidrolisar eficientemente substratos celuldsicos tais como CMC e B-glicana e produzir
etanol. A quantidade de etanol produzida a partir de 20 g/L de B-glicana foi de 9,15
g/L, o que correspondeu a 80,3% do rendimento tedrico. Recentemente, 0s genes que
codificam para a endoglicanase 11 (EGII) e celobiohidrolase Il (CBHII) de T. reesei e
a B-glicosidase 1 (BGL1) de A. aculeatus foram integrados no cromossomo de S.
cerevisisiae e a linhagem resultante produziu etanol a partir de celulose de palha de
milho pré-tratada sem a adi¢do de enzimas produzidas exogenamente (Khramtsov et
al., 2011).

Para a construcdo de uma levedura que expressasse as trés classes de
celulases, novos vetores com as fusdes génicas (cbhl.1-2A-eglll e cbhl.1-Kex-eglll)
foram construidos com a marca de selecdo G418 (Figura 45). Esses vetores foram
utilizados para transformacdo do clone GH1/cdtl (que expressa a B-glicosidase e o
transportador), ja que nem todos os transformantes com o GH1-cdt apresentaram
atividade (Figura 30).

Diferentemente do ocorrido com a sele¢cdo utilizando a marca auxotréfica
LEU2, os transformantes com a marca dominante G418 apresentaram halos de
hidrolise de tamanhos variados assim como falso-positivos, que ndo apresentaram
halos sobre CMC (Figura 46). O clone selecionado apresentou atividade sobre os
substratos CMC e pNPC (Figura 48). A capacidade de crescimento em celobiose, seu
consumo, e producdo de etanol, foram comprovados (Figura 49) com perfil
semelhante ao apresentado pelo clone GH1/cdtl. Sendo assim, ficou demonstrada a
funcionalidade das enzimas celuloliticas na linhagem MFL. No entanto, quando
cultivados em meio com celulose como fonte de carbono (CMC), ndo apresentaram
crescimento (Figura 50). O crescimento em CMC pode ndo ter ocorrido pela baixa
concentragédo celular inicial (ODgy = 6), pela producdo insuficiente de enzimas, ou
pelas condi¢bes de cultivo, tornando necessaria a realizacdo de experimentos em
biorreatores sob condi¢Ges mais bem controladas.

Além disso, podemos supor que a selecdo (por maior halo de hidrélise em
placa de CMC) ndo tenha sido adequada, pois no clone selecionado GH1-Fus2A pode
ter ocorrido favorecimento da expressdo das endoglicanases em detrimento da
expressdo das celobiohidrolase e/ou da [-glicosidase. Como ja mencionado, as

celulases interagem sinergisticamente, tornando importante que as quantidades de
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cada uma sejam balanceadas para melhor hidrolisar a celulose (Yamada et al., 2011).

Assim, torna-se necessario uma nova selecdo com os clones transformantes pela

capacidade de crescimento em meio com celulose como fonte de carbono pois assim,

pode-se selecionar o clone produtor de concentra¢des adequadas de cada enzima para

permitir a hidrdlise de celulose.

Por fim, demonstrou-se a construcdo de uma levedura produtora dos trés tipos

de celulases necessarias para a degradacdo da celulose (Figura 61). Talvez essa

linhagem recombinante néo seja capaz de degradar a maior parte da celulose do meio

e produzir boa quantidade de etanol, mas pode ser capaz de fornecer celulases em

niveis constantes durante o processo e diminuir a quantidade de enzimas comerciais

necessarias para hidrolisar o substrato, e com isso diminuir os custos do processo

SSF.
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Figura 61. Representacdo esquematica do modo de acdo da levedura S. cerevisiae

recombinante construida neste trabalho. A levedura recombinante expressa as

celulases endoglicanase Il, celobiohidrolase 1.1 e p-glicosidase GH1-1, e o

transportador de celodextrinas.
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7.2 Expressao das celulases EGLII e CBHI.1 em Pichia pastoris

Os principais impedimentos para uma utilizacdo mais difundida do SSF s&o o
alto custo e o baixo rendimento na producédo de etanol. As celulases empregadas nas
etapas iniciais do SSF na hidrolise da celulose ndo sdo produzidas pelo sistema, fato
este que aumenta significativamente os custos do processo. O incremento da agdo das
celulases é, pois, de alta relevancia para a diminui¢do dos custos e para um maior
aproveitamento da celulose. Portanto, a producédo in-house das enzimas celuloliticas é
uma alternativa para viabilizar economicamente a via enzimatica de hidrdlise,
reduzindo a vulnerabilidade da dependéncia deste insumo. O presente projeto visa
contribuir com estudos que podem levar a uma diminui¢do dos custos do processo de
producdo de etanol a partir de celulose. Nesse sentido, uma abordagem empregada
nesse trabalho foi a de desenvolver uma linhagem da levedura Pichia pastoris capaz
de produzir celulases. Este trabalho avaliou o sistema de expressédo de P. pastoris
baseado no promotor induzivel por metanol AOX1. Foram utilizados para anélise 0s
genes eglll e cbhl.1 em fusdo génica utilizando a sequéncia 2A.

O promotor induzivel AOX1 é bastante utilizado para dirigir a expressao de
diversas proteinas de interesse que podem atingir 30% do total de proteina expressas
(Macauley-Patrick et al., 2005). A integracdo cromossomal é mais desejavel do que o
uso de sistemas epissomais de expressdo, pois estes tendem a ter baixo nimero de
cépias em P. pastoris além de serem pouco estaveis (Daly & Hearn, 2005). O
desenvolvimento de micro-organismos geneticamente estaveis (taxa de perda de
menos de 1 % do vetor por geracdo) é de suma importancia na industria para a
manutencdo de taxas de producdo constantes.

O sistema de transformacdo mostrou-se eficiente gerando Varios
transformantes. Em nosso laboratorio ja havia sido observado que sobrenadantes de P.
pastoris exibem uma atividade sobre CMC embora a anotacdo de seu genoma nao
tenha identificado nenhum gene codificador de celulase. Os clones resultantes da
transformacéo com o vetor pPIC9-Fus2A apresentaram variagdo quanto ao tamanho
dos halos de hidrolise em placa com CMC, havendo transformantes em que néo foi
possivel se detectar halo com tamanho superior ao encontrado nos controles (Figura
53). Isto provavelmente se deve a auséncia do vetor de expressdo em alguns

transformantes His® e parece ser decorrente de eventos de recombinagio génica do
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gene HIS4 presente no vetor e o0 alelo his4 no genoma de P. pastoris (Cregg et al.,
2000). Estes eventos podem esclarecer o fendtipo de 10-50% de coldnias
transformantes His" que ndo apresentam atividade enzimatica (Cregg et al., 2001). Ja
a producdo de niveis variados de atividade enzimatica nos clones transformantes com
0 mesmo cassete de expressdo € consistente com 0 uso de vetores integrativos e ao
fato de que os diversos eventos de recombinacdo que governam a integracao
gendmica das construcbes recombinantes podem também afetar os niveis de
expressdo heterdloga e levar a variacdo clonal. Neste caso, a integracdo de DNA
exogeno pode ocorrer em multiplas inser¢es e em diferentes loci (AOX1 ou HIS4),
devido a organizacdo da cromatina nos sitios de integracdo (Gerasimova & Corces,
2001). No entanto, em alguns clones os halos de hidrolise observados foram
superiores aos encontrados nos clones controles mostrando que a atividade de
degradacdo de CMC produzida pelos transformantes € devida unicamente a expressao
dos genes heterdlogos.

De todos os clones analisados em placa, o clone que destacou-se foi
denominado Clone FusAOX. Foi detectada atividade enzimatica para 0s substratos
testados a partir de 24 horas de cultura, atingindo o pico em 72 horas (Figura 55). E
provavel que, se a cultura do clone tivesse sido estendida por mais horas, 0s niveis
proteicos aumentariam ainda mais a atividade enzimética, pois € reportado em
diversos trabalhos que, para a producdo de proteinas recombinantes usando o
promotor AOX1, o tempo requerido para atingir o pico de producdo enzimatica é
geralmente muito longo (120-240 horas) (Kuwae et al., 2005; Fang et al., 2007). No
tempo em que o clone FusSAOX apresentou maior atividade (72 horas de indu¢do com
metanol) a atividade sobre CMC foi ~8 vezes superior aquela obtida em S. cerevisiae
apos 72 horas de crescimento.

Quando o sobrenadante do cultivo do ultimo ponto de inducéo (72 horas) do
clone FusAOX foi analisado em gel SDS-PAGE (Figura 59), foi possivel identificar
duas bandas correspondentes as enzimas EGLII e CBHI.1 que ndo estavam presente
no sobrenadante do controle negativo, confirmando assim a clivagem da proteina de
fusdo pelo peptideo 2A. Assim como em S. cerevisiae (Branddo, 1996), a enzima
CBHI.1 quando expressa em P. pastoris apresentou massa molecular de ~70 kDa,
enquanto que a massa predita por anélise da sequéncia do cDNA tem 54,9 kDa. A
maior massa molecular da proteina secretada em relagdo ao valor esperado pode ser

devido a glicosilacdo de proteinas heter6logas que ocorre comumente em P. pastoris
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assim como em S. cerevisiae, pois 0 cCDNA cbhl.1 possui trés sitios potenciais de N-
glicosilacdo (Asn-X-Ser/Thr). A enzima nativa deve ser naturalmente glicosilada em
P. chysosporium, além disso, é possivel que esteja sendo produzida em P. pastoris na
forma hiperglicosilada quando comparada a proteina nativa. Em geral, a glicosilacéo
das celulases esta relacionada a separacao espacial entre dominio catalitico e dominio
de ligacdo a celulose, e protecdo do linker de clivagem proteolitica (Srisodsuk et al.,
1993; Kleywegt et al., 1997; Hui et al., 2002). E reportado que a levedura P. pastoris
reconhece as mesmas sequéncias de glicosilagdo que outros eucariotos, no entanto, a
natureza destas glicosilacbes é diferente (Cabral et al., 2001). Algumas proteinas
secretadas em P. pastoris recebem muito mais carboidratos apresentando-se em gel
com um padréo de hiperglicosilacdo (Cregg et al., 2001).

Foi também observado poucas proteinas enddgenas de P. pastoris no
sobrenadante, sendo as enzimas EGLII e CBHI.1 as principais proteinas secretada
para 0 meio. A baixa quantidade de proteinas endégenas encontradas no sobrenadante
é um fato interessante, pois certamente contribuird para uma eficiente purificacdo das
proteinas recombinantes. Mattanovich et al., (2009) caracterizaram o secretoma de P.
pastoris linhagem DSMZ 70382 crescida em glicose e observaram apenas 20
proteinas como naturalmente secretas em niveis detectaveis. Segundo os autores, 0
crescimento em metanol ndo apresenta grandes diferencas no padrdo de proteinas
secretadas.

A reducdo no custo da producdo da enzima por meio de otimizacdo do meio
de fermentacdo é uma etapa fundamental para uma aplicacdo industrial. Embora a
expressdo de proteinas heterdlogas possa ser feita em cultura de frascos, os niveis de
proteina sdo tipicamente mais elevados em biorreatores (fermentador). Shumiao et al.
(2010) desenharam e construiram gene sintético que codifica para a enzima EGL1 de
A. niger. A expressdo em P. pastoris alcancou atividade maxima em culturas com alta
densidade celular. A producdo em frasco alcangou 20,3 U/mL com 1% de B-glicana, e
3 U/mL, com 1% de CMC como substratos versus 1270,3 U/mL e 220,7 U/mL para
0s mesmos substratos quando produzidas em fermentadores de 50 L. Embora o
sistema de expressao tenha se mostrado eficiente, é ainda passivel de otimizag&o.

Por fim, demonstrou-se a construcao de uma levedura P. pastoris produtora de
dois tipos de celulases necessarias para a degradacdo da celulose. Essa levedura é
reconhecida como uma interessante plataforma para a producdo de proteinas

heter6logas, que, no presente caso, poderia complementar a producdo de celulases por
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S. cerevisiae, contribuindo, assim, para a reducdo da dependéncia da importacdo das

enzimas.
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A partir dos resultados realizados neste trabalho concluimos que:

e Os genes que codificam para a endoglicanase 11 de T. reesei e celobiohidrolase
I.1 de Phanerochaete chrysosporium foram expressos com sucesso na
levedura linhagem semi-industrial de S. cerevisiae MFL gerando enzimas

funcionais;

e O gene sintético ghlpl, que codifica para a p-glicosidase intracelular GH1-1
do fungo N. crassa, quando expresso na levedura S. cerevisiae MFL
conjuntamente com o transportador de celodextrinas CDT-1, permitiu que 0s
transformantes fossem capazes de crescer em meio contendo celobiose como

Unica fonte de carbono.

e A enzima GH1-1 foi produzida eficientemente em S. cerevisiae sendo

detectada principalmente no espago intracelular;

e Em condicdes de aerobiose, a levedura expressando GH1-1 e o transportador
CDT-1 foi capaz de consumir toda a celobiose (~16 g/L) ap6s 96 horas de

cultivo produzindo glicerol,

e Em condi¢des de anaerobiose, esta linhagem foi capaz de consumir toda a
celobiose (~6 g/L) no meio ap6s 120 horas de cultivo produzindo etanol
(0,051g/g de célula);

e Foi observado no cultivo aerdbico e anaerobico o acimulo de celotriose no
meio, provavelmente devido & atividade de transglicosilagdo de GH1-1 e o

transporte para fora da célula pelo transportador CDT-1;

e A co-expressao na levedura S. cerevisiae MFL dos genes que codificam para
as celulases EGLII e CBHI.1 na forma de fusdo génica utilizando a sequéncia
linker 2A e o sitio para a endoprotease Kex2p resultou na producdo de

enzimas funcionais com atividade sobre CMC e pPNC,;
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A fusdo génica contendo o sitio para a endoprotease Kex2p resultou em

maiores taxas de atividade quando comparado com o linker 2A;

As atividades sobre CMC detectadas em S. cerevisiae quando as celulases
EGLII e CBHI.1 foram co-expressas na forma de fusdo génica, representam ~
72,3% (fusdo com o linker Kex2p) e 68,11% (fusdo com linker 2A) da

atividade detectada quando a enzima EGLII foi expressa isoladamente.

As atividades sobre pNPC detectadas quando as celulases EGLII e CBHI.1
foram co-expressas em fusdo génica, representam ~ 91,8% (fusdo com o linker
Kex2p) e 77,55% (fusédo com linker 2A) da atividade detectada quando a
enzima CBHI.1 foi expressa isoladamente.

A co-expressdo dos genes celuloliticos eglll, cbhl.1 e ghl-1, assim como o
gene cdt-1, em levedura recombinante conferiu a essa a capacidade de
crescimento em celobiose como Unica fonte de carbono secretando enzimas
EGLII e CBHI.1 funcionais;

A co-expressdo dos genes celuloliticos eglll, cbhl.1 e ghl-1, e do gene cdt-1
ndo permitiu o crescimento em meio de celulose amorfa como fonte de

carbono;

A expressao induzida (sob controle do promotor AOX1) da fusdo génica
cbhl.1-2A-eglll em P. pastoris resultou em enzimas funcionais no
sobrenadante da cultura apresentando atividade sobre os substratos CMC,
Sigmacel, MUC e papel de filtro;

As enzimas EGLII e CBHI.1 foram detectadas em gel SDS-PAGE como
proteinas independentes confirmando a autoclivagem da poliproteina mediada

pela sequéncia 2A;
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e A expressao induzida da fuséo génica cbhl.1-2A-eglll em P. pastoris produziu
atividades ~8 vezes superiores as atividades sobre CMC encontradas quando

expressa na levedura S. cerevisiae.
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Os resultados obtidos nesse trabalho abrem as seguintes perspectivas:

e Validar em biorreator os resultados obtidos na fermentacdo anaerdbica do
clone que expressa o sistema p-glicosidase/transportador e determinar as

cinéticas de producéo de etanol;

e Avaliar a fermentacdo e sacarificagdo simultaneas de fontes celuldsicas

utilizando a linhagem recombinante expressando as trés enzimas celuloliticas;

e Auvaliar a reducdo da carga enzimatica na producdo de etanol de segunda

geracdo utilizando as linhagens de S. cerevisiae construidas no trabalho;

e Clonar os genes celuloliticos que produziram enzimas funcionais na linhagem
MFL, por meio de integracdo, no genoma de uma cepa industrial de S.
cerevisiae e comparar com a cepa construida no trabalho com vetores

epissomais;

e Otimizar as condi¢bes de cultivo dos clones de P. pastoris expressando a
fusdo génica cbhl.1-2A-eglll para favorecer o aumento da producdo das

enzimas celuloliticas.
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11.ANEXOS

Anexo 1. Padrao dos marcadores de massa molecular.
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11.ANEXOS

Anexo 2. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pGEM-T

(Promega).
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11.ANEXOS

Anexo 3. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pBluescript Il KS
(Stratagene).

pBluescript Il KS (+/-) Phagemids

TR /
mmp|<:|||m’//

’ > ~lac?'

/

“f / ——Sacl

N pBIuescrlpi I1 KS (+/-) | MCS

|\ 3.0 kb Kpn |

VoY

/
‘P lac
— o -
o
pUC ori”
pBluescript Il KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)
Not |
[lgssH Il T7 Promoter . S‘c:c | l|35t)( | ‘Sc:c Il IlEc:g | )‘(bq |
I Ll
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA
M13 -20 primer binding sma T7 primer binding site SK primer binding sife..
Hinc Il Apa |
Bsp106 | Accl EcoO109 |
Spe | BamH| Smal Pst | EcoR | EcoRY  Hind I Cla | Sal | Xho | Dra ll Kpn |

| | | | | I | | | | I |
- -ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCT CGAGGGGGGGCCCGGTACC. . .

<

...5K primer binding site KS primer binding site

o T3 Promoter ElgssH Il -gal a-fragment
hl |

. CAGCTTTTGTTECCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAA'LCATGGTCATAGCTGTTTCC
T3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site

164



11.ANEXOS

Anexo 4. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pl1J2925.
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11.ANEXOS

Anexo 5. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor Y1PGKI.
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11.ANEXOS

Anexo 6. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor YADH-Hind-.
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11.ANEXOS

Anexo 7. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor Yep351PGK.
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11.ANEXOS

Anexo 8. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pPIC9
(Invitrogen).
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11.ANEXOS

Anexo 9. Curva padréo de glicose.
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11.ANEXOS

Anexo 10. Curva padréo de pNP.
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11.ANEXOS

Anexo 10. Aritgo cientifico publicado.
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