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Resumo

As triacilglicerol lipases, (E.C.3.1.1.3), usualmente chamadas de lipases,
catalisam reacOes de esteres carboxilicos em triacilglicerol formando acidos graxos
livres, possuem a caracteristica de exercer atividade catalitica em meio aquoso de
hidrélise. Fora do meio aquoso, ocorrem reacoes, de esterificacao, interesterificacdo
ou transesterificacdo. Devido ao grande potencial biotecnoldgico, as enzimas
lipoliticas tem ganhado enorme destaque para uso industrial devido ao seu
abrangente leque de aplicacfes, constituindo um dos grupos de maior importancia
em biocatalise, favosrescendo maior eficacia no processo. Justifica-se o estudo de
novas moléculas com alto potencial biotecnoldgico para suprir novas necessidades
do mercado mundial, especialmente as que provém da Amazénia, regido impar em
diversidade biolégica. Com o objetivo de caracterizar enzimaticamente uma lipase
recombinante expressa em Pichia pastoris, o gene codificador de lipase foi isolado
de uma biblioteca metagendmica de terra preta de indio por PCR e integrado no
genoma da levedura P. pastoris no vetor de expressdo pPIC9. A transformacao
ocorreu por eletroporacdo com 10 g do cassete de expressdo linearizado e clones
foram selecionados em meio minimo em aminoacidos. A selecdo de clones
recombinantes ocorreu em BMMY solido contendo 1% de tributirina em meio
BMMY com clones positivos cultivados em fermentacdo submersa induzida com
metanol 0,5% para a producdo de lipase. A regido estrutural do gene de lipase foi
amplifica com aproximadamente 1200 pb. Foram observados halos de degradacéo
aos redores das colonias. Averiguou-se a presenca da enzima com 50 kDa no gel de
SDS PAGE. A caracterizacdo enzimatica foi Gltimo passo para verificar as
possibilidades biotecnoldgicas desta lipase por meio de ensaios colorimétricos, que
resultou positivamente para atividade enzimética de 50,80 U/mL temperatura étima

de 50°C e pH de 7 sendo o melhor tempo de reacdo de 5 minutos



1. INTRODUCAO

As aplicacbes praticas da engenharia genética tem superado as expectativas, no
controle e eliminacéo de doengas, producdo de enzimas e biomoléculas para o beneficio
humano, ndo se imagina os limites das possibilidades desta ciéncia. Na industria passou
a ser possivel o uso de microrganismos recombinantes na sintese em larga escala de
insulina, hormdnios de crescimento, interferon alfa com atividade biologica contra
infeccdes virais e alguns tumores malignos (CANDEIAS 1991; BROWN, 2010). A
engenharia genética auxiliou a induastria alimenticia com o melhoramento de culturas
vegetais aumentando a colheita e diminuindo a competicdo de alimento por produto
vegetal, tendo em consideracdo que, em muitos paises, como no Brasil parte da cultura
vegetal destina-se producdo de outros recursos necessarios (CANDEIAS 1991;
CARRER et al., 2010). Nos setores médicos, quimicos e farmacéuticos, proporcionou
maior escala de medicamentos como vacinas para o controle de doengas, farmacos
complexos, diagnosticos de doengas genéticas com: Anemia falciforme, diabetes,
doenca de Alzheimer, hemofilia, retinite pigmentosa, etc (CANDEIAS 1991; DINIZ e
FERREIRA, 2010). Em aplicacbes terapéuticas € notavel o uso de anticorpos
monoclonais para identificacdo ou tratamento de tumores malignos que gracas a
engenharia genética é possivel a clonagem em bactérias dos genes capazes de codificar
anticorpos, estes modificados para favorecer a purificagdo, sdo capazes de reconhecer
antigenos da superficie de células tumorais malignas e associados a farmacos lesar mais
especificamente o tumor (CANDEIAS 1991; CORDEIRO et al., 2014).

Este patamar de desenvolvimento s6 foi possivel gracas a tecnologia do DNA
recombinante (TDR). No ano de 1993 quando o mercado de enzimas era
aproximadamente 140 milhdes de ddlares por ano, perto de 50% dos produtos
enzimaticos eram recombinantes (HODGSON, 1994; OLIVEIRA, 2012). Atualmente o
uso de enzimas cresce progressivamente, com um mercado de bilhdes de doléares,
especialmente em setores de bioenergia, bem estar, alimentacdo sendo estimado um
crescimento de 8% ao ano para 0 ano de 2018 (KUMAR et al., 2014; SINGH et al.,
2016; SANROMAN et al. 2017).
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Em 1898, Heinrich Winterberg, descreveu que havia discrepancia no niumero de
microrganismos entre cultivaveis em meio de cultura e bactérias totais presentes no solo
capazes de ser contadas pela microscopia. Desde entdo, a incapacidade de cultivo
microbiano foi chamado ‘Grande anomalia na contagem de placas’. Apesar do
fendmeno ndo ser compreendido plenamente tem-se progredido gracas as técnicas de
engenharia genética chamada Metagendmica (HANDELSMANL et al, 1998; LEE,
2013). A fim de acessar 0os microrganismos ndo cultivaveis esta técnica reline varios
métodos in vitro proporcionando o acesso a genes da populagdo microbiana antes
inacessiveis ao cultivo em placa (PEREIRA, 2011). Teoricamente, uma biblioteca
metagendmica contém clones representando todo o complemento genético de um Unico
habitat, embora isso dependa da eficiéncia da extracdo e clonagem de DNA. A
informacdo mantida dentro de uma biblioteca metagendmica pode ser usada para
determinar a diversidade e atividade da comunidade, a presenca de microrganismos
especificos ou vias bio-sintéticas, bem como presenca de gene individuais
(HANDELSMANL et al, 1998; STEELE e STREIT, 2005; PEREIRA, 2011; GHOSH
et al, 2018). As andlises metagenémica podem se dar de duas formas distintas: Em um
alvo especifico a ser amplificado e sequenciado em regides ndo seletivas conhecida
como ‘shotgun metagenomics’ Se baseia na amplificacdo e/ou seqlienciamento de todas
as sequéncias de uma amostra de solo tem a capacidade de identificar a maioria dos
organismos na amostra ambiental (AMRANE e LAGIER 2018; GHOSH et al, 2018).

A andlise shotgun metagenomics é subdividida em dois tipos: (1) Tabelas
baseadas em sequéncias relatando a diversidade microbiana de uma amostra ambiental
especifica; (2) e telas funcionais que identificam os produtos génicos funcionais, mas
ndo determinam de que espécie o material genético originou. E de fundamental
importancia conhecer a diversidade microbiana e a abundéancia relativa de espécies na

amostra ambiental para averiguar o resultado.

As analises de RNA-Seq de comunidades bacterianas complexas sdo conhecidas
como Metatranscriptémica. E eficiente para elucidar e descobrir novos genes, mas
existe limitacdes em obter RNA de alta qualidade a partir de amostras ambientais. O
estudo da atividade microbiana no meio complexo juntamente com as vias cataboélicas é
chamado metaprotedmica, associado aos estudos de metagenbmica e
Metatranscriptomica fornece luzes a dindmica funcional elucidando atividade

microbiana e capacidade de producdo. (GHOSH et al, 2018).
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A técnica metagendmica utilizando em amplicons 16S se baseia nas regides
variaveis do gene bacteriano 16S rRNA para fazer atribui¢cGes taxonémicas de toda a
comunidade. As anélises em alvo utilizam amplicons que incluem RNA ribossomal 16S
para bactérias e espagador interno transcrito (ITS) para fungos e apara eucariotos a
regido ribossomal 18S (GHOSH et al, 2018). E utilizada também para analises clinicas
como método mais eficiente para deteccdo de patdgenos em comparacdo ao método de
diagnostico padrdo. Amrane e Lagier relatam a detecgdo de leptospirose, encefalite e
outras infecgbes detectadas por metagendmica, e ndo relatadas por métodos
convencionais. Existe limitacdo na técnica devido a semelhanca da sequéncia 16 rRNA
entre cepas de diferentes microrganismos podendo ser confundidos. Como a analise 16S
em alguns casos nao é possivel diferenciar espécies intimamente relacionadas, por
exemplo, Echerichia coli 0157, H7 e K-12 ndo podem ser diferenciadas (AMRANE e
LAGIER 2018).

1.1 Sistema de expressdo heterdloga

O sistema de expressdo heterdloga mais comum é Escherichia coli, bactéria gram
negativa em forma de bastonete, e classificada como membro da familia
Enterobacteriaceae dentro da classe Gammaproteobacteria. Esta entre 0s organismos
mais estudados que podem crescer rapidamente tendo duplicado sua populagdo por
volta de 20 minutos nas condicBes ideais, seu baixo custo e alta densidade celular séo
vantagens desejadas. Entre suas desvantagens a baixa secre¢cdo de produtos
recombinante e ou a producdo de proteinas inativas na forma de corpos de inclusdo
(CHEN, 2012). Muitos genes foram clonados em E.coli produzindo inimeros produtos
industriais. Esta bacéria foi isolada pela primeira vez em 1917 como Escherichia coli
Nissle durante a primeira guerra mundial pelo Dr. Alfred Nissle provando ser
terapeuticamente segura por ndo produzir enterotoxinas ou citotoxinas e eficaz para o
tratamento de patdgenos intestinais (OU et al, 2016; JANG et al 2017).
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E. coli como um sistema de expressao heter6loga favoreceu vantagens para uso
biotecnologico e industrial, mas para realizacdo de diferentes métodos e fungdes, em
algumas situagdes, ndo é possivel se liminar a E.coli apesar da abrangéncia de vetores
existentes em bactérias. Como outra forma de clonagem em microganismos as leveduras
sdo hospedeiros atrativos para producdo de proteinas heter6loga. Diferente das
bactérias, sua organizacao celular permite que eles realizem muitos dos eventos poés-
traducionais, processamento e modificacBes necessarias na sintese de proteinas
‘auténticas’ e bioativas de mamiferos. Além disso, eles retém vantagens de um
microrganismo unicelular, com crescimendo rapido e facilmente manipulavel
geneticamente. A grande maioria dos trabalhos de expressdo de leveduras tem se
concentrado na bem caracterizada levedura Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, com
0 desenvolvimento de tecnologias do DNA recombinante, outras leveduras foram
utilizadas como hospedeiro produtores de proteina recombinante, incluindo: Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe,
Schwanniomyces occidentalis e Yarrowia lipolytica. (BUCKHOLZ E GLEESON
1991).

A maior parte dos vetores de levedura codifica a enzima envolvida na sintese de um
aminoacido, sendo, por exemplo LEU2 codificadora de B-isopropil-malato
desidrogenase enzima envolvida na conversdo de &cido piravico em leucina. Para
selecdo dos recombinantes € necessario a utilizacdo de clones mutantes auxotréficos
com LEU2 ndo funcional, logo, ndo sobreviverdo se ndo houver disponibilidade de
nutriente no meio celular, como é o caso do uso de meio minimo sem aminocidos,
cresceram apenas 0s clones possuidores do plasmideo recombinante contendo o gene
codificador LEU2 (BROWN, 2010).

Neste trabalho o vetor utilizado para expressdo em Pichia pastoris foi o pPIC9
(Figura 6) possui origem de replicacdo de E.coli (pBR322), a regido promotora do gene
aoxl, sendo o marcador de selecdo o gene Histidinol desidrogenase (HIS4), esta
marcacdo permite a selecdo auxotréficas de transformantes, e sitio de integracdo no
genoma da levedura. Contém sequéncia codificadora de ampicilina e multissitio de
clonagem ao final da regido codificadora do peptideo sinal (SS), do fator-alfa de

Sacaromices cerevisiae, logo apos o terminador de transcri¢do de aox1.
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1.2 Pichia pastoris como sistema de expressao heteréloga

O isolamento de Pichia pastoris se deu em 1920 por um exsudato de castanha na
Franca, sendo descrita por A. Guilliermond como Zygosaccharomyces pastori. Outras
cepas foram isoladas por H. Phaff, em 1956, de arvores da Califérnia, desde entdo, foi
nomeada de Pichia pastoris (PHAFF 1956). Com bases nas sequéncias de genes
ribossdémicos, P. pastoris foi reclassificada, em 1995, para Komagataella pastoris, outro
género distinto (YAMADA 1995). Atualmente sdo descritos seis membros do género
Komagataella: K. pastoris, K. phaffii, K. pseudopastoris, K. poluli, K. ulmi e K.
Kurtzmanii (NAUMOV, 2013), mas para os fins desta dissertacdo seré utilizado Pichia

pastoris, seguindo a literatura especializada.

Em 1985, foi usada como sistema de producdo proteica (CREGG 1985) e
atualmente tem sido amplamente utilizada como sistema de expresséo alternativo,
devido ao baixo custo de producdo e fortes niveis de expressdo, sendo utilizada para
expressao de mais de 5.000 mil proteinas diferentes (SCHWARZHANS 2017). As
vantagens de se usar P. pastoris como sistema de expressdo sdo: a transcricdo da
proteina heteréloga é rigorosamente regulada por repressdo/desrepressao; altos niveis de
expressdo podem ser obtidos, a inducdo é facilmente alcancada pelo acréscimo de
metanol que ndo é toxico para a levedura quando em concentragdes controladas
(CEREGHINO 2000; MACAULEY-PATRICK 2005).

Desta forma, é possivel crescer a levedura em altas densidades celulares e
posteriormente realizar a inducdo da producdo de proteinas heterélogas, favoravel, a
producdo de proteinas toxicas para a propria levedura (DE-SOUZA, BRIGIDO E
MARANHAO, 2016). Outra caracteristica interesse deste sistema é a capacidade de

realizar modificacOes pos-traducionais.

A maioria das proteinas secretadas por P. pastoris sdo glicosiladas, o que pode ou
ndo afetar a atividade bioldgica da proteina recombinante. O tamanho da cadeia de
carboidratos adicionados por P. pastoris € bem menor que aquele adicionado por
Saccharomyces cerevisiae. A estrutura destes oligossacarideos € muito similar a

adicionada em mamiferos e, por ndo ser capaz de adicionar manoses terminais com
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ligacbes a-1,3, como S. cerevisiae, as proteinas produzidas em P. pastoris s&o menos
imunogénicas (CARMO, NEIVA e ASTOLFI FILHO, 2015).

P. pastoris utiliza metanol como fonte de carbono o gene aoxl que codificam
Alcool oxidase, tem como produto da reacdo formaldeido e peroxido de hidrogénio
(CREGG 1985; CEREGHINO 2000, WANG 2016). Este produto € convertido em agua
e oxigénio por catalases. No cromossomo da levedura existem dois genes que codificam
as duas formas da alcool oxidase, aox1 e aox2. Apesar de os produtos desses genes
serem similares quanto as sequéncias e funcGes, a maior parte da atividade de alcool
oxidade na célula é atribuida ao produto do gene aox1. O promotor do gene codificador
de aoxl é induzido por metanol e utilizado em diversos vetores de expressao de
P.pastoris. Dessa forma, é possivel crescer a levedura em altas densidades celulares e
posteriormente realizar a inducdo da producdo de proteinas heterdlogas, favoravel,
principalmente, a producdo de proteinas toxicas para a propria levedura (DE-SOUZA,
BRIGIDO E MARANHAO, 2016).

Diferentes linhagens de P. pastoris podem ser classificadas com relacdo aos
fenotipos que utilizam metanol como fonte de carbono, sendo estas de trés tipos
normalmente nomeados: (1) Mut™ utiliza metanol de forma metabolicamente mais ativa;
(2) Mut® metaboliza metanol em taxa moderada; e (3) Mut” ndo utiliza metanol no
metabolismo celular. O fenétipo Mut™ possui ambos genes aox integros, enquanto, Mut®
possui apenas 0 aox2. Por sua vez, Mut™ ndo adquire a capacidade de utilizar metanol
como fonte de carbono, por ndo possuir ambos genes aox (CREGG, 2000; WANG,
2016).

A expressdo de qualquer gene em P. pastoris requer trés etapas basicas: (1) a
insercdo do gene em um vetor de expressao; (2) introducdo da expressdo vetor no
genoma de P pastoris; e (3) exame de potenciais cepas de expressdo (CEREGHINO
2000).
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1.3 Lipase: caracteristicas gerais

As enzimas lipoliticas podem ser caracterizadas em trés grandes grupos
baseados na especificidade do substrato: lipases (EC.3.1.1.3), esterases/carboxiesterases
(EC.3.1.1.1) e fosfolipases (EC.3.1.1.3). As triacilglicerol éster hidrolases (EC.3.1.1.3),
usualmente chamadas simplesmente de lipases, sdo carboxilesterases que catalisam
reacOes de hidrdlise de ésteres carboxilicos longos (> 10 atomos de carbono) formando
acidos graxos livres (JAEGER e EGGERT, 2002). Além de sua caracteristica de exercer
atividade hidrolitica na interface 6leo/agua (CHEN et al 2016), quando em condicdes
ndo aquosas, catalisam reacOes reversas como esterificagdo, interesterificacdo ou
transesterificacdo, produzindo acilglicerdis (SALIHU e ALAM, 2012). As esterases
(EC. 3.1.1.1) agem em substratos hidrofilicos e catalisam hidrélise de esteroglicerois
com cadeia curta (< 10 4&tomos de carbono) em glicerideos parciais e acidos graxos. As
fosfolipases catalisam a hidrélise de varios tipos de fosfolipideos (JAEGER et al, 1999;
TIRAWONGSAROQJ et al 2008; PEREIRA 2011; PASCOAL et al, 2018). Assim,
lipase catalisa hidrélise e sintese de longas cadeia de acilglicerois em rea¢Ges conforme

mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo das principais reacdes catalisadas por lipases. (RIBEIRO et al

2011)

As lipases sdo geralmente glicoproteinas, com massa molecular entre 20 a 60

kDa e ponto isoelétrico podendo variar entre 4 a 5. A faixa Otima de atividade e

resisténcia € sob os valores de pH entre 6,0 e 8,0 e temperatura entre 30 e 40°C. No

entanto, essas propriedades podem variar de acordo com a fonte ou com a isoforma de

diferentes microrganismos. As lipases sdo enzimas hidrossollveis que atuam no

metabolismo na digestao de triacilglicerdis, desta forma as reacdes catalisadas por lipase
ocorrem quando substrato esta emulsificado (ALOULOQOU et al 2006; PASCOAL et al,

2018).
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Esta atividade pode ser intensificada com a formacdo de emulsdes micelares
dando-se 0 nome de ativagéo interfacial ocorrendo devido a capacidade de interagdo
interacial da enzima ao substrato agregado. Estas reag0es podem responder a mudanga
conformacional sofridas pelas lipases ndo podendo ser descritas por uma reacdo de
Michaelis-Menten. (PASCOAL et al, 2018)

Figura 2: Representacdo da estrutura tridimensional de lipase mostrando os estados da
lid (tampa) aberto e fechado. A tampa aberta estd representada de laranja e a tampa na
conformacdo fechada é representada em azul sobre o sitio catalitico (Extraido de Rehm et al.,
2010).

23



Quando uma lipase na fase aquosa estd abaixo do limite de solubilidade ou a
auséncia de/ ou em emulséo de baixa concentragdo de substrato, existe tipicamente uma
estrutura (Figura 2) de oligopeptideos cobrindo o sitio ativo denominada ‘lid’(tampa)
que cobre o sitio ativo (WILLEMS et al., 2018). Esta cobertura consiste em
aminoéacidos polares no lado externo e aminoacidos nao polares no lado interno, em
contato com o sitio ativo. E relatado que as lipases com tampa cobrindo o sitio ativo
estdo em conformacgéo fechada e, na presenca de uma interface formada pela lipases
(emulsédo) sofrem mudancas conformacionais expondo seu sitio ativo. O mecanismo de
mudanca conformacional é chamado ativacdo interfacial (interfacial activation)
(PASCOAL et al, 2018)

O sitio ativo das lipases é geralmente caracterizado por uma triade serina,
histitina e um residio acido (&cido aspartico ou glutamico), classificados como serina
hidrolases, que sdo essenciais para todas as reacGes catalogadas por essas enzimas
(TREVISAN, 2014; PASCOAL et al, 2018) Esta sequéncia conservada desempenha
papel chave no mecanismo geral da reacdo de hidrolise em que lipases atuam clivando
ligacOes éster presentes em acilglicerois para liberar &cidos graxos e glicerol que é

realizado em varias etapas.

O mecanismo inicia por uma acilacdo que consiste em transferéncia de um
préton entre os residuos de aspartato e histidina, causando a ativacdo do grupo hidroxila
da serina catalitica. A hidroxila da serina com aumento de nucleofilicidade ataca o
grupo carbonila do substrato. O primeiro intermediario tetraédrico é formado com uma
carga negativa no oxigénio do grupo carbonila. Formacdes de ligagOes de hidrogénios
estabilizam a distribuicdo de cargas e reduz a energia do intermediario tetraédrico.
Ocorre entdo a etapa desacilacdo, onde um ataque nucleofilico da enzima libera o
produto e regenera o biocatalisador. O nucled6filo pode ser 4gua nas reacdes de hidrolise
ou um alcool nas reacdes de alcodlise (CASAS-GODOY et al., 2012; EGGERT et al.,
2000). O mecanismo de hidrolise € representado na Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo da reacdo de hidrélise de ligagdes éster catalisada por lipases. (a) ataque
nucleofilico da hidroxila da serina ao carbono suscetivel da ligagdo éster; (b) intermediario
tetraédrico; (c) intermediario acila enzima e ataque nucleofilico da agua; (d) intermediario
tetraédrico; (e) enzima livre. Modificado de JAEGER et al., 1999)
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Foi observado que todas as estruturas terciarias resolvidas com lipase possuem a
configuragdo o / B hidrolase comparando cinco enzimas com fungfes cataliticas
distintas: dienelactone hidrolase, haloalkane dehalogenase, serina carboxipeptidase I,
acetilcolinesterase de trigo e lipase de Geotrichum candidum. Estas enzimas, mesmo
ndo possuindo as mesmas funcbes cataliticas tem semelhancas estruturais conservadas
denominado dobra de o/  hidrolase. (JAEGER et al, 1999).

A dobra padrao consiste em uma folha central com os dois primeiros filamentos
antiparalelos. As cadeiras B3 a B8 estdo ligadas por hélices a, que se acumulam por
ambos os lados da folha B central. A folha  tem uma tor¢do superhelical com a méo
esquerda, de modo que a superficie da folha cobre cerca de meio cilindro e a primeira e
a ultima das cordas se cruzam no angulo de 90°. Tanto a curvatura da folha B quanto as
posicdes espaciais da hélice o podem variar significativamente em detrimento sua
origem. A configuracdo das o / B hidrolases pode favorecer um arcabouco estavel para
os sitios ativos localizados. A triade catalitica se posiciona da seguinte forma: Histidina
apos a folha B5; Serina apos a folha B7; O residuo acido ao final da cadeia (Figura 4).
Esta configuracao é bastante comum, encontrada também em outras familias de enzimas
como Epodxi hidrolase microssomal. (EC3.3.2.9) e haloperoxidases (EC.1.1.1.1)
(JAEGER et al, 1999; PASCOAL et al 2018).

Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura familia de enzimas conservadas com motivos
de o / P hidrolase. Os filamentos que formam a estrutura em folha plissada (1-8) s@o indicados
por setas azuis e as estruturas em hélices o (a - f) s@o indicadas por colunas vermelhas. As
posicdes relativas dos aminodcidos da triade catalitica sdo indicadas por contas vermelhas. A
regido amino-terminal é indicada por NH2 no inicio da cadeia e por COOH para a regido
carboxi terminal para o final da cadeia. Extraido de PASCOAL et al 2018.
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Com base a especificidade posicional (regioespecificidade) lipases podem ser
subdivididas em trés grupos: (1) as ndo especificas; (2) 1,3 especificas; (3) e especificas
para cadeias longas. O primeiro grupo catalisa triglicerideos em acidos graxos livres e
glicerol mono e diglicerideos como intermediarios podendo remover o acido graxo de
qualquer posi¢do do substrato. O segundo grupo catalisam acidos graxos na posicao 1 e
3 do triglicerideo ndo podendo hidrolisar ligagbes éster em posigdes secundarias. A
hidrélise de diglicerideos é mais rapida em comparacao aos monoglicerideos. O terceiro
grupo catalisa acidos graxos de cadeia longa com ligacdes duplas na posicao cis entre
C-9 e C-10. Lipases, em comparacdo as esterases, possuem profundidade em seu sitio
ativo, sendo esta a provavel justificativa da capacidade em reconhecer substratos de
cadeira variada (JAVED et al, 2018).

O consumo de todos os monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos e acidos
graxos livres nos processos industriais produgdo em meios ndo aquosos, baixo tempo
reacional e resisténcia a baixo pH, podendo ser escalondveis para industria e
representam a classe mais amplamente utilizada nas aplicacdes biotecnoldgicas, devido
maior atividade catalitica e facil manipulacdo genética. Estas sdo algumas das

propriedades que tornam lipases desejaveis (PASCOAL et al, 2018).

1.4 Aplicacgéo de lipase

As principais enzimas utilizadas na industria sdo: lipases, amilases,
hemicelulases, oxidases, asparginases, lactases e proteases (SANROMAN et al. 2017).
Dentre estas, lipases compde um dos mais importantes catalisadores industriais,
possuindo utilidades em muitos setores. Esta vasta aplicagdo pode ser justifica por: (1)
suas propriedades de quimiosseletividade, regiosseletividade e esteriosseletividade, (2)
abundancia de organismos capazes de sintetiza-la, (3) atividade de hidrélise e de sintese
de acilglicerol e (4) dispensa do uso cofator nas reacoes (JAEGER e EGGERT, 2002).

As enzimas lipoliticas tém ganhado enorme destagque para uso industrial devido
seu potencial biotecnoldgico, constituindo um dos grupos de maior importancia em
biocatalise, promovendo maior sutileza nos processos. Sdo amplamente utilizada para
sintese de diversas moléculas usadas no cotidiano, especialmente, na seletividade de

drogas estequiometricamente semelhantes (ZHENG et al., 2016).
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Durante a sintese quimica de alguns compostos ocorre formacdo de
enantiomeros, estes compostos podem diminuir ou prejudicar a eficiéncia de uma
formulacdo e um medicamento, por exemplo. A resolucdo desta solugdo chama-se
resolucdo cinética, que é a transformacdo da mistura racémica em enantiopuros. Os
biocatalizadores mais utilizados para resolucdo de misturas racémicas sdo as lipases,
tendo vantagens na especificidade do substrato, condi¢des de funcionamento brando e
ndo produz residuos prejudiciais (TSAI et al., 2014; ZHENG et al., 2016).

Com a utilizagdo de lipase, soluciona-se a catalise da reacdo de
interesterificagdo, utilizada na producdo de derivados de manteigas, reacOes de
interesterificacdo convencional, as quais sdo conduzidas por adicdo de catalisadores
quimicos como sodio ou metilato de sédio, resultando maior quantidade de residuos no
produto final (HASAN et al 2005). O uso de lipases para indlstria de sebo também tém
mostrado grande vantagens. A temperatura utilizada no processo é apenas para
liguefazer o sebo, reduzindo o uso de combustiveis fosseis necessario para aquecer a
reacdo. Devido a baixa temperatura, a qualidade do produto € favorecida, por causa da
pouca degradacdo de acidos graxos insaturados, promovendo facilidade na purificacao
final (YASSIN et al 2003; HASAN et al 2005).

A producdo de polimeros biodegradaveis tém atraido interesse de diferentes
empresas como: BioAmber, Succinity, Reverdia e Mitsubishi. Isto se deve a crescente
preocupacdo de novos polimeros de alta eficiéncia que, durante sua producéo, causam
menor dano a salde humana e ao meio ambiente. Os poliésteres alifaticos sao
produzidos principalmente por fusdo de policondensacdo, necessitando de catalisador
organometalico e altas temperaturas (DEBUISSY et al. 2016). Porém, estas condi¢des
podem causar reagdes secundarias como: decomposi¢cdo, toxicidade e poluicdo;
especialmente devido aos compostos metalicos presente no catalisador (MAHAPATRO
et al. 2003). Entretanto, catalisadores bioldgicos podem mitigar esses problemas,
especialmente as lipases, as quais possuem, em meio organico, capacidade de formar
éster, tendo um facil controle e alto grau catalitico. Algumas enzimas s&o
comercializadas para esses fins, como a Lipase B de Candida antarctica chamada de
Novozym® 435, sendo um dos melhores biocatalisadores para sintese de poliésteres
devido a altos rendimentos ampla especificidade de substrato e 6tima estabilidade
térmica (DEBUISSY et al. 2017).
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Na indastria téxtil as enzimas s@o utilizadas para reduzir caracteristicas
indesejaveis como formacao de grénulos de tecido (pilling), baixa capacidade de tintura,
dificuldade de acabamento e carga antiestatica. As enzimas mais utilizadas para
modificacdes em fibras sintéticas sdo: cutinases, lipases, proteases; as quais modificam
superficialmente o tecido poliéster agregando qualidade em suas caracteristicas fisicas
(MADHU, 2017).

Outro uso é o sistema enzimatico misto, no qual, sdo utilizadas as enzimas:
proteases, lipases, celulases, xilanases OU cutinases, que em determinada combinacao
melhoram a hidrofilicidade do tecido sem afetar suas propriedades fisicas. A
combinacdo de proteases e lipases favorecem a diminuicdo de peso do tecido, e
permitem a mescla entre tecidos como La e Nylon. Dentre estas a lipase € utilizada para
diversos fins, especialmente para remover gorduras e lubrificantes naturais, aumentar a
hidrofilicidade em tecidos celul6sicos, auxiliar na concentracdo da tinta no tecido,
sintetizar polimeros in vitro, area qual possui grande promessa biotecnolégica, podendo
sintetizar poliésteres, poliamidas, policarbonatos, polissacarideos, polipeptidios,

polianilanas, polifendis, poliestireno e metacrilato (MADHU, 2017).

Atualmente o maior campo de aplicacdo de lipases hidroliticas é o de
detergentes, favorecendo: baixa temperatura de lavagem, reducdo do uso de compostos
quimicos e nao agredindo a saude humana. A primeira empresa a produzir lipase para
este fim foi Novo Nordisk, que em 1988 purificou lipase de fungo Thermomyces
lanuginosus, contudo ndo foi possivel levar o processo para escala industrial. Devido a
necessidade de enzima em grande quantidade, foi clonado o gene de lipase em
Aspergillus oryzae, e comercializado em 1994, a partir disso integrando o setor de
detergente (HASAN et al., 2005; LANGE 2017)

1.5 Fontes de lipases

A maioria das lipases comerciais é de origem microbiana, devido a simplicidade
de producéo e na diversidade de fontes. A enzima foi observada pela primeira vez em
1856, por Claude Bernard analisando um extrato de suco pancreatico, que hidrolisou
gotas de Oleo insollvel, tornando-as sollveis. As lipases analisadas posteriormente
foram isoladas de pancreas de animais, mas diversos seres vivos as utilizam em suas
fungdes metabolicas, como: microrganismos, mamiferos, aves (FARIHA et al. 2005).
Microrganismos produtores de lipase tém sido encontrados nos mais diversos habitats,

como residuos industriais, industrias de oleo, sementes de oleaginosas, alimentos em

29



decomposicéo, solo de floresta, ambiente gélido (SHARMA et al 2001; FAORO et al.,
2012; KIM et al., 2015; PETROVSKAYA et al., 2016). Uma extensa quantidade de
microrganismos produtores de lipase, incluindo bactérias e fungos foi catalogada
(BORRELLI e TRONO 2015). Entre as fontes bacterianas, as bactérias produtoras de
lipases mais bem conhecidas atualmente séo: Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginosa e Pseudomonas fluorescens (FARIHA et al. 2005; BORRELI E TRONO
2015).

Para acesso e exploragéo de lipases muitos processos tem sido otimizados com
a aplicacdo de biologia molecular e engenharia genética (SCHICHER et al. 2010). Em
processos modernos, genes diversos de lipases sdo expressados em sistemas de
expressao heterélogos, principalmente em bactérias e leveduras (BOU ALI et al., 2014;
EMOND et al., 2010) com grandes vantagens nos rendimentos de producgédo e melhorias

no processo fermentativo.

1.6 Lipases bacterianas

Os procariotos possuem diferentes classes de enzimas lipoliticas que s&o
classificadas em oito familias distintas: Lipases verdadeiras, Lipases hormonios-
sensitivas (HSL) e as familias Ill, V-VIII. O residuo serina envolvido na triade
catalitica é tipicamente um pentapeptideo com uma sequéncia de consenso conservada
(Gly- X- Ser-X-Gli), em que X representa qualquer um dos 20 aminoacidos. As
verdadeiras lipases apresentam seis subfamilias, todas apresentando as sequéncias Gly-

X- Ser-X-Gli conservadas.

Dentro do grupo de lipases verdadeiras, a subfamilia 1.1 e 1.2 possuem dois
residuos de aspartato e dois de cisteina, que auxiliam na formacéo do sitio de ligacdo do
Ca2" e pontes de sulfeto, além de serem secretadas da mesma forma. A familia Il ndo
apresenta conservagao do pentapeptideo da familia I, tendo uma modificacdo para Gly-
Asp-Ser-(Leu). A familia III possui dobramento o/ hidrolase exibem a triade catalitica
padrdo. JAEGER et al, 1999; TIRAWONGSAROJ et al, 2008; PEREIRA, 2011;
PASCOAL et al, 2018)

Os membros da familia IV apresentam um sitio conservado em HGGG seguido do
pentapepitideo GDSAG localizado no N-terminal da proteina. A caracteristica da
familia V esta na similaridade estrutural a outras enzimas (halopeoxidases e epoxide
hidrolases) seus blocos conservados sdo GXSMGG, PTLV e GH. A familia VI lista

esterases presentes no citoplasma bacteriano com similaridade as lisofosfolipases de
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mamiferos. O sitio ativo ¢ um dimero tendo o dobramento /B hidrolase em suas
subunidade. Possui a triade catalitica em semelhanca a das familias | e Il (JAEGER et
al, 1999).

A VIl familia é constituida por residuos de aminoéacidos, compartilhado
similaridade com Beta-lactamases. A familia VIII tem semelhanca comp-lactameses
tendo seu sitio ativo a constituicdo Ser-Xaa-Xaa-Gly. (JAEGER et al, 1999;
TIRAWONGSAROQOJ et al, 2008; PEREIRA, 2011)
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2 JUSTIFICATIVA

Uso de enzimas cresce progressivamente, especialmente em, bioenergia, bem
estar, alimentacdo e derivados. Estima-se o lucro do setor enzimatico para o0 ano de
2018 em 1 bilhdes de dolares, com crescimento de 8% ao ano (SANROMAN et al.
2017). Esta crescente demanda requer novos produtos pautados em bioprospecgdo na
biodiversidade global.

Se tratando de diversidade bioldgica, a Amazonia é o maior centro de busca do
planeta (ANTONIO, 2007). Logo, foco do presente estudo estd na analise do gene de
lipase oriundo de metagenémica de Terra Preta de indio, area de grande diversidade
bioldgica na Amazodnia, o qual, paradoxalmente ao solo amazénico, é extremamente
rico em nutrientes, favorecendo a diversidade bacteriana, e, consequentemente, a
possibilidade de encontrar novos produtos biotecnoldgicos (TEIXEIRA et al., 2009). A
producdo de biomoléculas de alto nivel, requer uma eficiente expressdo dos genes
correspondentes para cada hospedeiro, mas exige, da mesma forma, conhecimento
detalhado do mecanismo de acdo molecular, aplicando em novos métodos e técnicas
para beneficio social (JAEGER 2002).

A demanda por biomoléculas é crescente no mundo atual, tornando-se
necessario a prospeccdo, identificacdo e caracterizacdo de genes capazes de sintetizar
compostos moleculares de interesse biotecnolégico (MOTA, 2015). Desta forma, lipase
que constitui o grupo mais importante em biocatalisadores para aplicacdes
biotecnolodgicas realizando diversas reacfes e beneficiando varios setores industriais,
(GANDHI 1997, JAEGER et al 2002, SALIHU 2012, BANSODEC 2017), assume
um papel diferenciado de outras moléculas. Sendo assim, o presente estudo visa a

clonagem, producdo e caracterizacao de lipase recombinante em Pichia pastoris.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Expressar em Pichia pastoris uma lipase bacteriana isolada de uma Biblioteca
Metagendmica de Terra Preta de Indio e determinar suas propriedades
cataliticas.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar o gene de lipase bacteriana de uma Biblioteca Metagenémica de Terra
Preta de Indio previamente construida;

e Subclonar o gene de lipase no vetor de expressao e secrecdo pPIC9 formando o
cassete de expressédo de lipase para transformacéo de P. pastoris;

e Integrar o cassete de expressdo em P. pastoris para producéo de lipase ativa;

e Analisar o efeito do pH e da temperatura na funcdo catalitica da enzima
recombinante;

e Caracterizar a cinética de conversdao do substrato p-nitrofenil palmitato e os

pardmetros cinéticos aparentes Kmap € Vmaxap.
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4 MATEIAL E METODOS

Neste trabalho foi produzida lipase rastreada em uma biblioteca metagbmica
previamente construida e sequenciada no Laboratério de Tecnologia de DNA da
Universidade Federal do Amazonas. O gene de lipase (gene lip) contido na biblioteca
que teve sua sequencia determinada via sequenciamento de DNA metagenémico foi
isolado por PCR e subclonado em um vetor de expressdo e secre¢do funcional na
levedura P. pastoris para a producdo de lipase recombinante ativa.

4.1 Estudos da sequéncia de aminoacidos da proteina codificada.

A sequencia nucleotidica do gene lip predita na analise do sequenciamento da biblioteca
metagendmica foi traduzida para sequéncia de aminoacidos utilizando a plataforma de
bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no sitio
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) na modalidade BLASTN e BLASTP para
previsdo do possivel organismo de origem. Para predi¢cdo da massa molecular e ponto
isoelétrico foi utilizado a ferramenta ExXPASy (http://web.expasy.org/translate/) no
dominio Transaltion tools. Para predicdo de possiveis pontos de glicolizacdo se deu
Servidor NetOGlyc 4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc-4.0)

4.2 Isolamento do gene de lipase da biblioteca metagenémica de Terra Preta de

indio

O gene lip proveniente de uma biblioteca metagendmica de Terra Preta de indio,
clonado em vetores fosmidios (Copy Control™ Fosmid Library Production
EPICENTRE Biotechologies) foi isolado por PCR (Polymerase Chain Reaction), com a
utilizacdo de primers especificos projetados a partir da analise do seqiienciamento de
DNA da biblioteca.. Este par de primer possibilita a amplificacdo da sequéncia
estrutural do gene de lipase com aproximadamente 1100 pares de bases flanqueadas por
um sitio de restricdo da endonuclease EcoRI (GGATTC) em sua extremidade 5’ e pela
sequéncia de reconhecimento da endonuclease de corte raro Notl (GCGGCCGC) na
extremidade 3’. Para o isolamento do gene de lipase da biblioteca metagenémica foi
utilizado os iniciadores PLip F (5° GACGAATTCATATGTGGATCCGCGTGACGT
3’) e PLip R (5’GACGCGGCCGCTTACTATGGGCAATCGGATACCG 3°)
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Para amplificacdo do gene de lipase, a reacdo de PCR foi realzada em volume final de
50 puL em sistemas contendo 20 ng de DNA fosmidial (molde para amplificacdo),
tampéo 1X, 1 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 pmol de cada iniciador (PLipF e
PLipR), 5,0 U de enzima Tag DNA polimerase High-Fidelity, completando o volume
final com H2O deionizada. A reacdo foi iniciada com temperatura de 95C por 1 min
para desnaturacdo inicial, seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15
segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 68°C por 2,5 minutos, por
fim um ciclo de 5 minutos a 68°C. Para confirmar a amplificacdo, o produto de PCR foi
resolvido em gel de agarose (0,8%), para separacdo dos amplicons corados com

brometo de etidio 0,5 pg/mL e visualizados em luz ultravioleta (UV) 312 nm.

Apos a amplificacdo da regido estrutural do gene de lipase, o material amplificado
foi purificado para eliminacdo de reagentes da PCR e eventuais sequencias
inespecificas. As amostras foram separadas em gel de agorese, a banda de DNA
referente ao gene lip foi cortada do gel e purificada seguindo o protocolo do Kit IHlustra
™ GFX ™ PCR DNA and Gel Band Purification. O gene lip purificado foi

posterormente clonado no vetor pPGEM-T.

4.3 Ligacao do gene de lipase no vetor de clonagem pGEM-T

Para a clonagem da sequéncia codificadora de lipase foi utilizado o vetor

comercial pPGEM-T (pGEM®-T Vector Systems - Promega Corporation) para clonagem

direta de insertos de DNA obtidos a partir da amplificacdo por PCR, como se observa

na figura 5.
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Figura 5: Mapa do vetor pGEM-T. O vetor é uma sequéncia linear de 3,0 kb, possuindo em cada
uma de suas extremidade 3’uma desoxitimidina (T). Esta configuragdo ¢ adequada para ligacao

do produto de PCR que possui em suas extreminadades 3’ uma tnica desoxiadenosina (A).

Para a ligagdo, o gene lip foi previamente quantificado em massa (ng) de
DNA por espectrofotometria para garantir a relacdo molar 3:1 (inserto/vetor) utilizando
a Equacdo 1 para a determinacdo da concentracdo (ng) de amplicons utilizados na

reacao:

i to] [V] = Kb inserto 3
inserto] = x =
Kb de Vetar 1

Eq. 01
Sendo:
[V] = concentracéo do vetor (ng);
Kb Inserto = quantidade de bases gene de lipase purificado (kb);
Kb Vetor = quantidade de bases de vetor (Kb).

[I] = concentracgéo do inserto (ng)
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No procedimento de ligacdo enzimatica foram utilizados 50 ng de vetor pGEM-T,
60 ng de gene lip e 1U enzima T4 DNA ligase em uma reacdo com volume final de 10
ML incubada a 16 °C durante 18 horas. O vetor pGEM-T com gene lip ligado em seu
sitio de clonagem foi utilizado para transformacdo genética da bactéria E. coli DH5a

para replicacdo do vetor de clonagem.

4.4 Preparo de Escherichia coli DH50 eletrocompetentes para transformacéao
genética

Uma Unica coldnia isolada de E.coli DH5a (F ~ ¢80 lac ZAM15 A (lac ZYA-
argF) U169 rec Al final A1HSDR17 (Rk™, mk")phoUmsup E44 A -thi-
1 Gir A96 rel Al) foi inoculada em 5 mL meio de cultura LB liquido e incubado no
shaker sob agitacdo de 150 rpm, a 37°C, overnight. O volume de 1 mL desta cultura foi
inoculado em 200 mL de meio LB mantendo em agitacdo até a densidade Optica 0,6
(O.Deoonm). Ao atingir o crescimento necessario, o frasco foi mantido no gelo por 30
minutos para desaceleracdo metabdlica, seguido de fracionamento em tubos falcon
(estéril) de 50 mL para centrifugacdo em 3.500 g por 10 minutos a 4 °C. As células
foram cuidadosamente ressuspendidas em 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. Este
processo de lavagem foi repetido por mais 3 vezes, onde o pellet celular foi
ressuspendido em 1 mL de glicerol 10%, aliquotadas em microtubos no volume de 80

uL e utilizadas no procedimento de transformacao genética.

4.5 Transformacao e selecdo das bactérias recombinantes

Em uma cubeta de eletroporacdo gelada, transferiu-se 80 pL de E.coli
eletrocompetentes, misturadas com 2 pL do produto de ligacdo (pGEM-T/lip). A
cubaeta foi transferida para um eletrporador e aplicada uma tensdo elétrica de 1900
mvolts. As células foram ressuspensas em 1 mL de meio LB liquido, e ap6s a devida
homogeneizagéo, incubadas sob a rotagdo de 150 rpm, 37° C durante 60 minutos. O
plagueamento em meio LB solido foi feito com ampicilina 100 pg/ml, espalhando
volumes de 25 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL de concentrado celular, deixando na estufa a
37 °C por 18 horas. As coldnias transformantes foram selecionadas pelo método de suas
etapas e utilizadas para a recuperacdo do vetor de clonagem com lipase por método

convencional (home made) de extracdo DNA plasmidial.
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4.6 Extracéo plasmidial (0 GEM-T/Lip)

Para extracdo plasmidial de células bacterianas em pequena escala foi utilizado o
protocolo descrito por Sambrook et al., (1989) com adaptagdes. Células transformantes
de Escherichia coli foram crescidas em 5 mL de meio LB, durante 16h a 37°C, seguido
por centrifugacdo de 3 mL de cultura a 10.000 rpm por 5 minutos descartando o
sobrenadante. Ao pellet celular foi adicionado 200 pL de solugéo I (Tris-HCI 100 mM
pH 7,5; EDTA 10 mM pH 8,0) usado para suspensao celular, e incubadas por 5 minutos
a temperatura ambiente. A esta suspensao foi acrescentado 360 pL de solucgéo Il (NaOH
0,2 M e SDS 1%), misturando por inversdo o microtubo a temperatura ambiente por 5
minutos. Em seguida foi acrescentado, 300 pL de solugdo Il (acetato de potassio 3 M,
pH 5,8), seguido de agitacdo no vortex, e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Os microtubos foram centrifugados a velocidade de 10.000 rpm por 5 minutos a 4 °C,
logo, 0 sobrenadante, foi ser transferido para outro microtubo, onde 750 pL de
isopropanol foi adicionado, e a solugdo homogeneizada por inversdo, e incubado a
temperatura de freezer por 1 hora, seguido por centrifugagdo de 10.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sistema centrifugado por 5 segundos a
10.000 rpm. O restante de isopropanol foi retirado com uma micropipeta, e 0 sistema
deixado secar a temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido com 200 pL de
TE e adicionado 110 pL de acetato de aménio (7,5 M) e misturado com agitacdo em

vortex. O sistema foi centrifugado a temperatura ambiente por 10 minutos a 10.000 rpm.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e acrescentado 750 pL de etanol
100%. O sistema foi centrifugado nas mesmas condic¢des anteriores e 0 sobrenadante
descartado. Removendo o excesso de alcool com a micropipeta o sistema foi deixado
secar por 5 minutos. Seguido pela re-hidratacdo com alcool 70% e centrifugado a
10.000 rpm e deixado secar para retirar todo excesso de etanol. Por fim, o precipitado
foi ressuspendido em 50 pL de TE e resolvidas em eletroforese em gel de agarose.

4.7 Digestao do vetor de clonagem e recuperacao do inserto

Na analise de restricdo, foram usadas as endonucleases de restricdo EcoRI e
Notl, que flanqueiam o gene de lipase clonado no vetor pGEM-T. A observacéo da
liberacdo de um fragmento de aproximadamente de 1100 pb, correspondente ao gene de
lipase, confirma a clonagem e possibilita o isolamento do gene para subclonagem no
vetor de expressdo em P. pastoris. A reacdo de digestdo foi realizada utilizando 60 ng
de vetor pGEMT-Lip, 0,5 U de cada enzima de restricdo em tampdo 1x. A reacdo foi

incubada durante 2 horas a 37 °C e analisada em gel de agorase 0,8%.
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O fragmento correspondente ao gene de lipase liberado apds clivagem
enzimaética foi purificado e recuperado utilizando o ilustra ™ GFX ™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). O gene lip purificado foi ligado no vetor de

expressao pPIC9 nos sitios das enzimas EcoRI e Notl.

4.8 Ligacao do gene de lipase no vetor de expressao e secrecdo pPIC9

O vetor utilizado para expressdo em Pichia pastoris foi o pPIC9 (Figura 6). Um
vetor de expressdo e secrecdo, integrativo, bifuncional, possui origem de replicagdo em
E.coli (pBR322), marcador de selecdo auxotréfica his4, esta marcacéo permite a selecdo

de transformantes de Picha pastoris que é HIS defectiva.

Figura 6: Mapa do vetor de expressdo secrecao pPIC9. O vetor de expressdo é composto
por promotor aox1, sequéncia codificadora do peptideo sinal (S) para secrecdo da
proteina recombinante, multiplo sitio de clonagem, terminador (TT) do gene aoxl, o
gene de histidinal de desidrogenase (HIS4) como marca de selecdo, a regido homologa
3’aox1 para integracdo em P. pastoris, origem de replicacdo bacteriana (pBR322),
marca de selecdo dominante em bactéria (ampicilina) e dois sitios da endonuclease Bgl
Il flanqueando o cassete de expressdo
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Para ligacdo da sequéncia codificadora de lipase no vetor de expressdo e
secrecdo foram utilizados 20 ng de vetor pPIC9, 26 ng de gene lip, 5 mM de ATP, 1 U
de enzima T4 DNA ligase em tampé&o 1x. O sistema de ligacédo foi incubado a 16°C por

aproximadamente 18 horas.

Apos a ligagcdo, as moléculas recombinantes, pPIC9/lip, foram inseridas em
células da bactéria E. coli Dh5a. por transformacdo genética e recuperadas por extracdo
de DNA plasmidial. Ap6s a extracdo plasmidial, foi realizada digestdo do vetor de
expressdo e secregdo com EcoRI e Notl para confirmar a subclonagem do gene de lipase
a partir da visualizagéo da liberacdo de fragmentos de DNA de aproximadamene 1100

pb correspondente ao gene lip.

4.9 Linearizacao do vetor de expressao e secrecao de lipase para transformacéo de
Pichia pastoris

Para a transformacéo genética de levedura, o vetor pPIC9/lip foi linearizado para
sua integracdo no genoma da hospedeira. A reacdo foi realizada utilizando 10 pg de
vetor pPIC/lip, 10 U de enzima de restricdo Bgl 11 em tampédo 1x. A reacdo se deu a 37
°C, por 3 horas.

Para concentrar o DNA utilizado na transformagéo de P. pastoris e eliminar
impurezas, se utilizou o protocolo de precipitacdo por etanol conforme Sambrook et
al.,(1989) com adaptacdes. A precipitacdo do cassete de expressao foi realizada pelo
acréscimo de 100 pg de glicogénio; 1/10 do volume de NaCl 3 M; 2,5 x o volume de
etanol P.A. As amostras foram incubadas a 4 °C por 4 h, seguido de centrifugacdo por
60 min a 4°C 1000 g. O sobrenadante foi descartado por inversdo, e as amostras,
lavadas com etanol 70%, seguido de centrifugacdo nas mesmas condi¢fes por 30 min. O
sobrenadante foi descartado e, as amostras, incubadas a temperatura ambiente. Ao final,
o pellet foi ressuspendido com 5 L de dgua deionizada, eluindo ‘over night’ a 37 °C e

utilizado na rasformacéo da levedura eletrocompetente.

4.10 PCR analitica do vetor de expressao

Para sustentar o resultado da integracdo do gene lip no vetor de expressdo foi
necessario a realizagdo de uma PCR analitica. A PCR foi distribuida para o volume final
de 25 pL sendo 1 X Tampédo, 1 mM de MgCl; 0,2 mM de Desoxirribonucleotideos
Fosfatados (dNTP); 0,2 U de cada Primer; 2 U de Taq DNA polimerase e 20 ng de
DNA. A programacdo da reagdo de polimerizagdo foi de 1 minuto para desnaturacgio
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inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 68°C por 2,5 minutos, ao fim, 5
minutos a 68°C de extens&o final

4.11 Preparo de Pichia pastoris GS115 eletrocompetente e tranformacao genética

A transformacdo de P. pastoris iniciou com preparo de células
eletrocompetentes. Uma coldnia isolada da levedura foi inoculada em 5 mL de meio
YPD (20 g/L de peptona, 10g/L de extrato de levedura, 2% glicose), por 24 h a 30 °C
sob agitacdo de 200 rpm. O volume de 1 mL foi transfarida para 200 mL de meio YPD
mantido sob agitacdo constante de 200 rpm a 30 °C até atingir O.Dsoo de 1,5. A cultura
foi mantida no gelo durante 30 minutos para diminuir o metabolismo da levedura e
aclimatacdo. As células em cultura foram transferidas para tubos Falcon e centrifugadas
a 7000 g por 10 min a 4 °C, e ressuspendidas com 25 mL de agua gelada estéril. A
lavagem com agua foi repetida por mais 3x. As células foram ressuspendidas em 10 mL
de sorbitol gelado a 1 M, centrifugadas novamente e ressuspendidas com 2 mL de
sorbitol. Aliquotas de 80 pL foram transferidas para microtubos e utilizadas para
transformacéo genética de levedura por eletroporacéo.

A eletroporacdo da hospedeira para integracdo do cassete de expressdo em seu
genoma foi realizado utilizando 10 pg de vetor de expressdo pPIC/lip linearizado em 80
uL de células de P.pastoris GS115 eletrocompetentes. Ap6s a mistura, 0 sistema foi
mantido no gelo por 5 min, e entdo, transferido para cubeta de eletroporacdo com 0,2
cm gelada. As condicGes do eletroporador foram de 1500 mV, 400 Q, 25 pF.
Imediatamente ap0s a aletropraracdo as células foram recuperdas em 1 mL de sorbitol
gelado a 1 M e espalhadas em placas com meio MD sem histidina (2% de glicose,
1,34% de YNB, 4x10-5 de Biotina, 15 g/L de Agar), estas foram incubadas a 30°C
durante 36 horas para o crescimento de clones transformantes.

A selecdo das recombinantes se deu por auxotrofia, visto que as cepas de Pichia
pastoris GS115 ndo possuem o gene de histidina (his defectiva) e ndo séo capazes de
crescer no meio MD (Minimal Dextrose Medium) sem aminoacidos. Crescerdo apenas
hospedeiras possuirem o cassete de expressao do pPIC9 integrado no cromossomo

restabelecendo a sintese do amoniacido histidina.
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4.12 Andlise da integracéo do gene lip no genoma da levedura

Apos a selecdo por auxotrofia foi realizada a confirmagdo da recombinagéo nos
clones selecionados. Para este propésito foi extraido o DNA total de P.pastoris e
utilizado como molde para determinar a integracao do gene lip por PCR.

Para a extracdo do DNA total de levedura, os clones transformantes selecionados
em meio MD foram transferidos para 5 mL de YPD e as culturas foram incubadas na
estufa de rotagdo orbital a 30 °C por 20 h. A massa celular foi recuperada por
centrifugacdo e ressuspendida em 500 pL de tampdo H (2% Triton X-100; 1% SDS;
100 mM; NaCl; 10mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA). A suspensédo foi incubada no
gelo por 2 min e imediatamente levada ao banho-maria a 95 °C por 1 min, repetindo
este procedimento de choque térmico 5x para rompimento celular. Em seguida foi
acrescentado 200 pL de cloroférmio e misturado em rigorosa agitacdo por 2 min,
seguido de centrifugacdo durante 5 min a 12000 rpm. O sobrenadante foi recuperado,
acrescentando 400 pL de etanol, P.A gelado, misturado por inversdo. As amostras
foram incubadas a -20 °C por 15 min e centrifugadas a 12000 rpm por 10 min, a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi removido e o Pellet incubado a temperatura
ambiente para secar e eluido em 25-50 pL de TE. As amostras foram separadas por
eletroforese em gel de agorase 0,8%, quando necessario, foi acrescentado 1 pL de
RNAse e incubado a 20 min a 37 °C.

Para amplificacdo do gene lip o DNA extraido foi diluido 1:60 e utilizadado na
PCR. Nestas reacdes foi utilizado o par de primers do vetor pPIC9 que anela em regides
que possibilitam amplicar o gene de interesse definindo em quais clones o cassete de
expressao foi integrado ao genoma da levedura.

A PCR foi distribuida para o volume final de 25 pL sendo 1 X Tampéo, 1 mM
de MgCI; 0,2 mM de Desoxirribonucleotideos Fosfatados (dNTP); 0,2 U de cada
Primer; 2 U de Tag DNA polimerase e 1/60 de DNA diluido. A programacao da reagdo
de polimerizacao foi de 1 minuto para desnaturagéo inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extenséo

a 68°C por 2,5 minutos, ao fim, 5 minutos a 68°C de extenséo final.
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4.13 Producéo de lipase recombinante

4.13.1 Selecéo dos clones produtores de lipase funcional
A selecdo de clones recombinantes produtores de lipase ocorreu por cultivo em
meio seletivo com substrato da enzima para triar atividade enzimatica. Os meios

complexos utilizados foram: BMGY -Buffered Glycerol Complex Medium- (YNB

1,34%, Glicerol 1%, Fosfato de potassio 100 mM pH 6,0, Biotina 4x10-°, &gar 15 g/L
um meio tamponado contendo glicerol, proprio para aumento da massa celular e o meio
BMMY -Buffered Methanol Complex Medium- (YNB 1,34%, metanol 0,5%, Fosfato de

potassio 100 mM pH 6,0, Biotina 4x10°, &gar 15 g/L) suplementado com 1% tributirina
como substrato para revelar a atividade hidrolitica. Esta inducéo ocorre pela presenga do

metanol que ativa o forte promotor aox1 da levedura.

4.13.2 Inducéo dos clones recombinantes para producéo de lipase em fermentacao
submersa

A producéo de lipase por meio da inducdo da expressao génica em P. pastoris se
deu pelo crescimento das células em 50 mL meio BGMY liquido para aumento da
massa celular até atingir 2-6 O.Deoo a0 longo de 24 horas. Apos atingirem a O.Desoonm
necessaria, as culturas celulares foram centrifugadas a 1000 g por 10 minutos e
ressuspendidas em 100 mL de meio BMMY para iniciar o cultivo e inducdo com 1
O.Deoonm. Os frascos de foram incubados a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm e
acrescentado a cada 24 h, 0,5% de metanol utilizado para inducdo pela ativacdo do
promotor aox1. A inducdo foi conduzida durante 72 h, as células foram separadas do
sobrenadante de cultivo (caldo enzimético) por centrifugacdo. Aliquotas do caldo
enzimatico foram utilizadas para realizacdo de eletroforese em gel denaraturante e

ensaios enzimaticos para quantificar a atividade catalitica de lipase recombinante.
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4.12.3 Analise da proteina recombinante em gel SDS-PAGE

4.12.4 Precipitacao de proteinas extracelulares no sobrenadante e cultura

As culturas de Pichia pastoris induzidas a expressao foram centrifugadas por 10
minutos a 6 000 g, 4 °C, recuperado 2 mL de sobrenadante ao qual foi acrescido acido
tricloroacético (TCA) na concentracdo de 10%. As amostras foram incubadas por 30
minutos a 4°C, e centrifugadas sob as condi¢des de 10 minutos, 4 °C, 10 000 g. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 20 pL de Agua Milli-q.

Adicionou-se 1 mL de acetona (-20°C) seguido de incubacdo overnight, a -20 °C.

A amostra foi centrifugada durante 10 minutos, 4 °C, 10 000 g, e o sobrenadante
descartado. O pellet de protenas ap6s secar em temperatura ambiente foi ressuspendido

em 50 pL de tampéo de amostra (2x).

4.14 Caracterizacdo enzimatica de lipase recombinante produzida por Pichia

pastoris.

4.14.1 Caracterizacdo da lipase recombinante
Os ensaios foram realizados em triplicatas para determinar os parametros cataliticos

e cinéticos da lipase recombinante.

4.14.2 Reacao de hidrolise em fase aquosa (adaptado de Kumar et al 2012)
Atividade da enzima foi determinada por espectrofotometria utilizando para-
nitrofenil palmitato (p-NPP) como substrato, o qual com a hidrélise da ligacdo éster
apresenta cor amarelada em pH bésico, podendo ser medida em 410 nm. O ensaio se
deu com 100 pL de caldo enzimatico bruto e 300 pL de tampéo fosfato (50 mM; pH
8,0) e 100 pL de p-NPP (10 mM). A mistura foi incubada a 50 °C durante 15 minutos, e
paralisada em etanol P.A e analisada em 410 nm. O controle foi o clone de P. pastoris
sem 0 gene recombinante. Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
quantidade de enzima requerida para liberar 1 pmol de p-NP em um mL de reacdo em

um minuto sob condigdes padrdes.
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4.14.3 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica de lipase
O pH otimo foi determinado pela adigdo em tamp&es com diferentes valores de
pH. Foi utilizado o tampdo citrato-fosfato (Na2HPO4 0,2 M; 4cido citrico 5 mM) com
pH variando entre 3,0 a 8,0 em intervalo de 1. O ensaio foi feito com 100 pL de caldo
enzimatico bruto e 300 pL de tampao citrato-fosfato pH 3 a 8 e 100 puL de p-NPP a 10
mM. A mistura foi incubada a 50 °C por 15 minutos, sendo paralisada com 1 mL de

etanol. A reacdo foi medida no espectrofotdmetro 410 nm.

4.14.4 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de lipase
A determinacdo da temperatura Otima de lipase recombinante foi realizada
variando a temperatura das reagdes entre 37 °C a 90 °C. O ensaio se deu em condicGes
padrGes de espectrofotometria, utilizando o tampdo no pH determinado 6timo para

atividade de lipase sobre o p-NPP.
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5 RESULTADOS E DISCURSAO

5.1 Analise da sequéncia de aminoéacidos

O resultado das analises de 1242 da sequéncia peptideca no BLAST resultou em 94%
de semelhanca de lipase secretada de Ralstonia eutropha H16, atualmente renomeada
como Cupriavidus necator. Seguido de 94,07% de identidade com a proteina hipotética
de Cupriavidus taiwanensis e Cupriavidus necator. Todos dados supracitados foram
inferido com alta probabilidade de ndo serem tidos ao acaso (e-value 0).

5.2 Isolamento do gene de lipase por PCR

Para clonagem do gene lip foi realizado seu isolamento de uma biblioteca
metagendmica de Terra Preta de Indio. A sequéncia de aproximadamente 1100 pb
codificante do gene de lipase foi amplificada utilizando como molde um fosmideo da
biblioteca como mostrado na Figura 7 I. Os produtos de PCR foram purificados para

ligacdo no vetor de clonagem pGEM-T (Figura 7 II).

) 1)

Figura 7: | e Il. Perfil eletroforético de PCR em gel de agarose 0,8%. I) A, B, C = sequéncia
codificadora de lipase amplificada com aproximadamente 1100 pb; (M) = Marcador GeneRuler
™ 1kb DNA Ladder. Il) Sequéncia codificadora de lipase purificada apds eletroforese em
agarose 0,8%. (A) Inserto purificado; (B) Marcador GeneRuler ™ 1kb DNA Ladder.
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5.3 Clonagem do gene lip no vetor pGEM-T

A ligacdo do gene lip ao vetor de clanagem resultou no vetor pGEM-T/lip
(Figura 8). Apos a recuperacdo do vetor multiplicado em E. coli DHSa, analise de

restrido com EcoR | e Not | confirmou a clonagem do gene lip (Figura 9).

T7 promoter Mool (37)
\ Spel (55)
/ _EcoRI (81}

pGEMT-Lip
4259 bp

_Motl (1310}
~- Motl {(1318)
Sall (1331)
“NdeI (1338)
Sacl {1350}
S NsiI (1368)

SP6 promoter

Figura 8. Esquema do mapa fisico do vetor de clonagem com o gene Lip flanqueado por

sitios de restricdo EcoRI e Notl que foram utilizados na estratégia de montagem do vetor de
expressao em P. pastoris
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Figura 9. I) Perfil eletroforética da extracdo plasmidial em duplicata em gel de agarose 0,8%
sendo: (A) vetor de expressdo e secrecdo pPIC9 e (B) vetor pGEM-T com gene de lipase
clonado. Il) Resultado da digestdo analitica do vetor de clonagem pGEM-T confirmando a
liberacdo do inserto de lipase, sendo (A) Marcador GeneRuler ™ 1kb DNA Ladder, (B) vetor
pGEM-T liberando inseto de lipase e (C) Vetor pGEM-T integro.
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5.4 Subclonagem do gene lip no vetor de expresséo e secre¢do pPC9
A partir da confirmacdo da clonagem do gene de lipase por liberagdo com
clivagem pelas endonucleases de restricdo, o gene foi ligado no vetor de expressdo e

secrec¢do resultando no vetor pPIC/lip (Figura 10).

Bglll (1)

[o-factor secretion signal)

_SnaBI {1z1a)
| ~— EcoRI (1222}

pPIC-LIP
9259 bp

(6357) Balll —
—— Notl (2471)

B T [BD¥I terminatar
AO¥1 3 fragment]

Sall (4413)

Figura 10: Esquema do mapa fisico do vetor de expressdo com gene Lip flanqueando o
promotor aox1 que foi utilizado na estratégia de integracdo do gene recombinante ao genoma da

levedura Pichia pastoris.

A confirmacgdo da subclonagem do gene de lipase no vetor de expressédo e
secrecéo foi analisada, tanto por restricdo com endonucleases quanto por PCR do vetor
pPIC/lip. A liberagdo do gene lip com aproximadamente 1100 pb apds a clivagem com
EcoRI e Notl mostra a subclonagem no vetor de expresséo (Figura 11).

49



1000 pb

Figura 11. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do resultado da digestdo
analitica do pPCI9 liberando o inserto de lipase (B a F) e Marcador GeneRuler ™ 1kb DNA
Ladder (A).

Para sustentar esse resultado foi realizado PCR utilizando primers do vetor de
expressdo e secrecdo. A amplicacdo do gene lip foi confirmada ap6s a PCR do vetor
pPIC/lip (Figura 12). Devido ao acréscimo de sequencia do vetor pPIC9 o fragmento
amplicado possui aproximadamente 1600 pb resultante da somatdria da sequéncia do
gene lip (1100 pb) mais a sequéncia amplificada do vetor (500 pb), confirmando assim a
presenca do inserto no vetor de expressao.

Analisando a Figura 12 é possivel observar nas caneletas B e C sdo observados
amplicons a partir do vetor pPIC9 intacto onde se amplifica apenas uma porgdo da
promotor aox1 e regido de clonagem do vetor totalizando cerca de 500 pb e, nas
caneletas D, E e F sdo observados amplicons a partir do vetor pPIC9 com gene de
glicoamilase, a-amilases e lisozima, respectivamente (controles experimental); e na

canaleta G observa-se a amplicacdo do gene de lipase clonado no vetor de expressao.
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Figura 12: Perfil eletroforético dos produtos de PCR para confirmar a subclonagem da
sequéncia codificadora de lipase no vetor de expressdo e secrecdo pPIC9. (A)= Marcador 1 kb,
(B e C)= amplificagdo do partir pPIC9 intacto, (D)= amplicacdo do cassete de expressdo de
glicoamilase (Carmo, 2010) (E)= amplifica¢do do cassete de expressdo de a-amilase (Miiller,
2007), (F) = cassete de expressdo de lisozima (Souza, 2018), (G)= cassete de expressdo de
lipase (presente estudo).

A subclonagem do gene lip no vetor pPIC9 resultou no cassete de expressao de
lipase em P pastoris tranformada por eletroparacdo para integracdo do cassete de

expresséo ao Seu genoma.

A andlise da integracdo do vetor de expressdo na levedura P. pastoris confirmou
a recombinacdo por meio de PCR genémica. O DNA de 20 clones transformantes é

mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do DNA cromossomal de clones
transformantes de Pichia pastoris. Clones de 1 a 20.

A amplicacdo de fragmento de DNA utlizando os primers especificos do vetor
pPIC9 é mostrada na Figura 14. Ao analisar o perfil eletroforético da PCR gen6mica é
possivel visualizar a amplificacdo do cassete de expressao contendo o gene codificador

de lipase confirmando a integracdo em Pichia pastoris.

Figura 14: Perfil eletroforético de PCR analisando a integracdo do cassete de expressdo de
lipase no genoma de Pichia pastoris. A= Marcador de 1kb; B= amplificacdo do cassete de
expressao de lipase a parir do vetor pPIC9 (Controle positivo); C a L= amplificacdo do casse te
de expresséo de lipase a partir do genoma da levedura (clones de 11 a 20).
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5.4 Selecéo dos clones recombinantes em tributirina como substrato.

Apbs a confirmacdo da clonagem por PCR, foi realizada cultura dos clones em
meio BMMY- (YNB 1,34%, metanol 0,5%, Fosfato de potassio 100 mM; pH 6,0, Biotina

4x10°, 4gar 15 g/L, tributirina 1%), com acréscimo de 0,5% metanol diariamente
durante 72h para selecdo dos clones recombinantes, através da expressdo de lipase
recombinante. Os substratos mais utilizados para identificacdo lipolitica sdo tributirina
que € emulsificada mecanicamente em varios meios de crescimento e vertidas em placas
de Petri. A atividade lipolitica é verificada com a formacédo de halos claros ao redor das
colbnias cultivadas em placas de &gar. E possivel a revelagdo do halo associada a
emissdo de Luz UV podendo ser detectada pela sombra ao redor da colbnia
confirmando a atividade lipolitica nos clones recombinantes como se pode verificar na

Figura 15.

Figura 15: Selecdo dos clones recombinantes em tributirina. Clones de 1 a 24= clones
transformantes com cassete de expressdo e secrecdo de lipase integrado no genoma de Pichia
pastoris; += clone de fen6tipo Mut + previamente selecionado (Carmo, 2010); S= clone de
fendtipo Mut S (Carmo, 2010); C= Pichia pastoris GS115.
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5.5 Selecéo dos fendtipos Mut* e Mut® dos clones recombinantes

Apbs a selecdo dos clones recombinantes, foi realizada cultura dos clones em
meio MM (0,5% de metanol, 1,34% de YNB, 4x10-5 de Biotina, 15 g/L de Agar) para
selecdo dos fenotipos. Os clones que apresentaram crescimento lento da col6nia sdo
classificados como Mut®, sendo apresentado com massa celular menos densa e mais
rarefeito, por outro lado, 0s que apresentam massa celular mais densa sdo considerados
Mut * (Figura 16). Isto ocorre devido a diferenca na integracdo do cassete de expressao
que pode ser por delecdo do gene da enzima alcool oxidase gerando clones (Mut®) ou a
adicdo do cassete sem perda cromossdmica gerando clones (Mut™) (CEREGHINO E
CREGG, 2000). A principal diferenca relacionadas a producdo heterdloga estd na

presenca ou hdo do gene aox.

Apesar do fendtipo Mut® possuir uma menor expressdo do gene aox muitos
estudos tem mostrado que estas possuem um aumento na producdo de proteinas
tornando um fator interessante para futuras otimizacbes em biorreatores
(ENGLAENDER et al., 2017). No trabalho de Cos et al, (2005a), é possivel verificar
nitidamente a diferenca fermentativa entre os fendtipos e a quantidade de cdpias que
cada um possui. Para o fen6tipo Mut® existiu um decréscimo de atividade quando
poucas clpias integraram na levedura levando ao acumulo de proteinas no interior da
célula (verificando que fosfolipases podem ser toxicas quando acumuladas), por outro
lado, a cepa Mut* multicopy houve um aumento exponencial de atividade. No fendtipo
Mut® o fendmeno da elevada expressdo ocorre de forma contraria, tendo maior atividade
guando menor namero de copias.

Dos clones recombinantes foram escolhidos trés clones Mut * e trés Mut S, sendo 14, 19
e 23 (Mut *) e 17, 21 e 24 (Mut 5)
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Figura 16: Selecéo de coldnias recombinantes para determinacéo do fenétipo Mut * e Mut® por
em meio Mimimal Medium (MM). 1 a 24= clones transformantes com cassete de expressdo e
secrecao de lipase integrado no genoma de Pichia pastoris; += clone de fenétipo Mut *
previamente selecionado (Carmo, 2010); S= clone de fenétipo Mut S (Carmo, 2010); C= Pichia
pastoris GS115.

5.6 Analise da proteina recombinante em gel SDS-PAGE

Ao analisar a sequéncia previamente descrita de lipase utilizando as ferramentas
de analise de nucleotideo (Blastn) traduzindo para sequencias proteicas (Blastp) e
utilizando o EzPASy foi feito a previsdo do possivel peso molecular resultando em
aproximadamente 43.3 kDa. O perfil de bandas observado e reportado na literatura para
lipase microbiana com massa molecular predominante entre 20 e 60 kDa. A observacao
do perfil de migracdo por proteinas em gel de poliacrilamida 10% das proteinas
secretadas pelos clones de P. pastoris revelou a presenca de bandas no gel correspondes
a lipase recombinante (Figura 17) tendo o resultado experimental da massa molecular de
lipase por volta de 52 kDa. Esta discrepancia entre o resultado experimental e as
andlises oriundas da bioinformatica ocorrem devido ao maquinario transicional de P.
pastoris que pode realizar glicolizacdo em alguns pontos reconhecidos na sequéncia
proteica. Foi utilizado o servidor NetOGlyc-4.0 para predicdo de possiveis pontos onde
podem ter ocorrido acréscimo de aclcares (apéndice 9.3) onde foi encontrado 4 pontos
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de N-glicolisacdo e 3 pontos de O-glicolizagdo de possiveis acréscimos de agucares de
forma a aumentar o peso molecular da proteina analisada. Vici et al (2015) verificaram
em sua proteina apenas possiveis pontos de N-glicosilacdo, apenas este ponto elevou o
peso molecular em 30%. Da mesma forma, Bretthauer et al, (1999) demonstraram a
diminuicdo de mais de 34% da proteina recombinante com possiveis sitios de N-
glicosilacdo passando de 90 kDa para 60 kDa ap6s o tratamento de endoglicosidase H.
O mecanismo de N-glicolizacdo da proteina na levedura ocorre com o reconhecimento
dos aminoacidos Asn-Xaa- Thr/Ser pelo aparato catalitico no Reticulo endoplasmatico.
Na maioria das leveduras ocorre de trés residuos de manoses podem ser acrescentadas
sendo: a-1,2; a-1,6 ¢ a-1,4. Cada residuo de pode ser alongando de 50 a 100 residuos

ramificados ou ndo, com di ou tri-sacarideos (BRETTHAUER et al 1999).

52 kDa
38 kDa

31 kDa

24 kDa

17 kDa
12 kDa

Figura 17: Perfil eletroforético de proteinas secretadas por clones de Pichia pastoris induzida
com metanol em meio BMMY apds 72h de cultivo. A= Marcador Amersham™ ECL™
Rainbow™ Marker - Full range GE Healthcare, RPN8OOE; B= a-amilase 62 kDa; Canaletas
C, D e E = clones de fenétipo Mut S (21, 17, e 24 respectivamente); Canaletas F, G e H =
clones com fenétipo Mut+ (14, 19 e 23 respectivamente).
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5.7 Atividade de hidrolise da lipase recombinante

A determinacdo da atividade hidrolitica em lipase recombinante se deu com um
clone recombinante analisados no gel SDS-PAGE sendo o clone Mut® 17 o que
apresentou resultado de 50,80 U/mL para 72h de cultivo em frasco agitado.
Considerando que a formacdo de uma unidade de enzima por mL é definido pela divisdo
de um pmol de substrato por minuto (SMELTZER et al 1992 ZHENG et al. 2013). Foi
definido o melhor tempo de reacdo de 5 minutos onde se percebe que a reacdo de ordem
1 e perto dos 10 minutos atinge-se a ordem 0. Em compara¢do com outros ensaios
produz-se um valor relativamente baixo a outros trabalhos utilizando Pichia pastoris
como por exemplo de lipase de Carmo (2017) foi detectada 374,59 U/mL em 120 h de
cultivo. Zheng et al., (2013) utilizando Pseudomonas sp adquiriu 42 U/mL em 168 h de
inducdo. A producdo de lipase em Pichia pastoris foi realizada em frascos agitados
descontinuados com adicdo de metanol indutor do promotor aox. Estes ensaios muitas
vezes ndo sdo efetivos para alta producdo uma vez que ndo possuem difuséo de oxigénio
suficiente para um bom desempenho celular. Nessa comparacdo Cos et al, (2005)
realizou inducdo em frascos agitados obtendo cerca de 6,05 U/mL (inducdo por

metanol).

Quando esta inducéo foi realizada em biorreator houve um aumento para 150 U/mL
um acréscimo de 25x na quantidade enzimatica produzida. Outro exemplo foi o trabalho
de Brunel et al (2004) onde na inducdo por frascos agitados adquiriu 5,7 U/mL de

enzima, e em inducdo por biorreator adquiriu 100,000 U/mL.

25-

0 5 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 18: Perfil cinético da lipase recombinante. O experimento foi executado utilizando 100
HL de enzimas no sobrenadante de cultura, p-NPP 10 mM e tampéo fosfato (50 mM), pH 8,0 a
50°C.
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Outra discursdo que se pode levar cabo é a quantidade de copias que foi
introduzida na levedura podendo afetar negativamente a producdo de proteina tanto o
acréscimo de cdpias quanto o decréscimo, como foi feito por Sha, et al (2013) onde
perceberam o0 aumento da atividade enzimatica relacionado ao nimero de copias do
gene na levedura. Ao atingir o numero de 6 copias verificou-se um decréscimo da
producéo de lipase recombinante. No trabalho de Hohenblum et al (2004) relacionado a
otimizac&o de producéo de proteina recombinante houve um resultado satisfatorio de 1 a
2 nimero de copia do gene, quando aumentado para 3 ou mais had uma depressdo na
expressao genica. Segundo Hohenblum et al (2004) e outros (CLAREA et al, 1991
ENGLAENDER et al, 2017), o nimero de coOpias é o principal fator para o aumento
significativo de quantidades de producdo proteicas, mas para o melhor aprimoramento
da expressdo deve-se ter em conta a quantidade precisa do numero de copias integradas,
caso contrario ocorre a sobrecarga do sistema de expressdo da levedura levando ao
decréscimo da atividade enzimética (COS et al 2005%; CARMO, 2017).

5.8 Efeito do pH sobre a atividade enzimética de lipase: determinacao
do pH 6timo da atividade catalitica

A atividade especifica de lipase recombinante foi determinada pelo monitoramento da

producdo de p-NP a 410nm. O efeito do pH na atividade de hidrélise de lipase foi

investigada na faixa de 3-8. Os ensaios para avaliar o pH 6timo de lipase sobre a

atividade de lipase recombinante teve como melhor resultado pH 7 (figura 19). O

Ensaio mostra que a atividade recombinante atinge 74% de atividade no pH 6 e 100%

de atividade no pH 7 seguido de um declinio no pH 8 como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1: Efeito do pH sobre a atividade relativa de lipase recombinante

pH p-NP (UM) Atividade relativa (%)
3 1,55 18
4 4,76 55
5 5,04 58
6 6,45 74
7 8,69 100
8 5,07 58
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As lipases geralmente possuem maior atividade em pH alcalino como observado por,
Javed et al (2018), Carmo (2017), Castila et al., (2017), Zheng et al., (2013), Koling,
(2010). Na revisdo de Javed et al (2018) é possivel analisar 28 artigos publicados entre
2010-2017. Comparando o pH o6timo de atividade enzimatica verifica-se que apenas 3
trabalhos exercem atividade em pH basico sendo estes de Do et al, (2013), Li, et al
(2014) e Wang et al (2012). E interessante notar que normalmente lipases sdo
comumente ativas em meios alcalinos ou so alcalino tolerantes, como é no caso de Li
Li, et al (2014) que apesar de atividade étima ser no pH 7 mantém uma faixa de
atividade por volta do pH 9. Entretanto, a lipase do presente estudo ndo apresenta este
padrdo de comportamento, tendo maior atividade no pH neutro, mas uma brusca
diminuigédo de atividade por volta dos 20%. Levando a comparagdo com trabalho de
Wang et al (2012) onde apresentou sensibilidade a pH alcalinos diminuindo por volta de

20% de atividade relativa no pH 8.
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o

Figura 19: Efeito pH sobre a atividade enzimatica da lipase recombinante produzida em P.
pastoris. Os ensaios foram realizados utilizando 100 puL de enzimas, 10 mM de p-NPP, 50 °C
durante 5 minutos.
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5.9 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de lipase

O efeito da temperatura na atividade enzimatica de lipase recombinante em pH 6timo
foi 7 temperaturas diferentes sendo a temperatura 6tima definida como padrdo 50 °C
100% de atividade seguido por 60°C com 94% de atividade como se pode ver na tabela
2. A variacdo de temperatura 6tima de lipases em procariotos esta por volta de 20 a
55°C sendo a maior predominancia em 50°C (CARMO, 2017).

Tabela 2: Efeito da temperatura sobre a atividade relativa de lipase recombinante

Temperatura (°C) p-NP (M) Atividade relativa (%)
37 9,82 53
40 15,48 84
50 18,49 100
60 17,39 94
70 11 59
80 18,68 101
90 9,33 50

Lipases possuem estruturalmente uma regido chamada Lid, que em interfaces agua-
lipidio mudam sua conformacdo expondo o sitio catalitico, esta mudanca é chamada
interacdo interfacial (WILLEMS et al., 2018). Neste contexto lipase recombinante
apresentou atividade relativa de 101% quando exposta a temperatura de 80°C levando a
desnaturacdo da tampa expondo o sitio ativo exercendo aumento na atividade catalitica
como relatado por Santarossa et al., (2005) que fez modificacbes em trés residuos
polares no dominio da lid resultando na melhoria de seletividade do substrato e
melhorias na termoestabilidade. No trabalho de Skjold-Jgrgensen et al., (2014) a regido
da tampa foi substituida totalmente levando ao aumento de atividade e diminuicdo a
ativacdo interfacial. A modificagdo das propriedades estruturais e de superficie de
dominio da lid é considerada uma via viavel para a engenharia de lipases. (TANG et al
2015). Willems et al., (2018) relatam que mutagGes na regido codificadora da lid afeta a
atividade catalitica de lipase adquirindo caracteristicas comerciais interessantes como:

maior eficiéncia catalitica, enantioseletividade e estabilidade térmica
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Figura 20: Efeito da temperatura na atividade da lipase recombinante produzida em P.
pastoris. Os ensaios foram realizados utilizando 100 puL do sobrenadante da cultura, 10 mM de
p-NPP, tampé&o fosfato pH 7,0 durante 5 minutos
5.10 Determinacgédo de Km e Vmax aparentes da lipase recombinante

A determinacéo de atividade lipolitica de sobrenadante de cultura bacteriana se da a
partir da hidrélise de sis de p-nitrofenil palmitato (p-NPP) associados a &cidos graxos
com varios comprimentos de cadeia carbonicos (>C-10). A detecgédo
espectrofotométrica deve ser feita em 410 nm. A afinidade de uma lipase para a
hidrélise do substrato é determinada pela constante de Michaelis (Km) que é a
concentracdo do substrato na qual a taxa de reacdo é metade da taxa maxima (Vmax). Por
sua vez, Vmax € a taxa maxima quando uma enzima esta totalmente saturada com
concentracédo de substrato (JAEGER et al, 1999; JAVED et al 2018). A determinagéo
de Vmax S€ deu por estimativa, onde resultou ~274,6 min e K ~ 67,2 mM obtidos no
software GraphPad Prisma 7.02. A determinacdo de Km é de fundamental importancia
na caracterizacdo da cinética enzimatica de lipases, devido sua versatilidade de reacfes
e substratos este parametro auxilia no estudo especifico de seletividade enzimatica

diferenciando de outras enzimas com semelhantes Vmax (CARMO, 2017).
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Figura 21:Parametros cinéticos aparentes da lipase recombinante descritos pelo modelo cinético
de Michaleis-Menten. A concentragdo de substrato p-Nitrofenil Palmitato (p-NPP) variou de 1 a
9 mM.

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho € possivel a relagdo com diversos
materiais e métodos industriais, como producdo de sabonetes, cosméticos, industria
alimenticia, aléem da possibilidade de sintese quimica, teste ndo realizado neste estudo.
Visando o futuro é necessario para aumento da eficiéncia de producdo enzimatica o uso
de biorreatores adaptados ao maquinario bioldgico de Pichia pastoris favorescendo o
acréscimo de eficiéncia e qualidade no produto final. E necessario a continuidade do
estudo purificando e elucidando as diversas possibilidades que Lipase recombinante tras

em beneficio a sociedade.
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6 CONCLUSAO

O gene de lipase oriundo de terra preta de indio foi amplificada por PCR e
clonado em Pichia pastoris com sucesso. As andlises da sequéncia nucleotidica
demonstrou identidade de 94% com a especie Ralstonia eutropha. A Enzima apresentou
caracteristicas interessantes na atividade térmica tendo um acréscimo de atividade ao
atingir 80°C. Suas caracteristicas permitem compor processos quimicos de elevada
temperatura em pH neutro. Embora a enzima apresente atividade serd necessario
otimizagdo do processo fermentativo pelo uso de biorreatores adequados aos
rendimentos de Pichia pastoris bem como a identificacdo dos cddons preferenciais para

aumento da eficiéncia do maquinario transcricional.
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8 ANEXO A

8.1 Meios de cultivo de Levedura P. pastoris

Composi¢cdo BMMY (Bufeered Methanol Complex Medium)

Extrato de levedura 10g/L
Peptona 20g/L
Tampao Fosfato/pH 6,0 100mM
YNB 1,34%
Biotina 4x10°%
Metanol 0,50%
Agar 15g/L
Rodamina 0,002%
Tween 20 1%
Oleo de Oliva 1%
Composicdo BMGY-U (Buffered glycerol complex médium)
Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Tampao Fosfato/pH 6,0 100 mM
YNB 1,34%
Biotina 4x107°%
Glicerol 1,00%
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Composicdo do meio YNB (Yeast Peptone Dextrose Medium)

YNB (Yeast nitrogen Bases) 1,34%
Biotina 4x10°%
Glicose 2%
Agar 20 g/L
Composicdo do Meio MD (Minimal Dextrose Medium)
Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glicose 204
Agar 20 g/L
Meio MM (Mimimal Methanol Medium)

YNB 1,34%
Biotina 4x10°°%
Metanol 0,50%
Agar 20 g/L

Tampéo H

2% trion X 100

1% SDS

100 mM NaCl

10 mM TrisHCI pH 8,0

1 mM EDTA
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8.2 Meio de cultivo para Bactérias.

Meio LB (Luria Bertani)

Triptona 10 g/L
Extrato de Levedura 59/L
NaCl 50/L
Agar 15 g/L
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C GGGCTCCC 360
(I:(IE.{ISC CGGTTATTGC T{IS I

C

I

G
Consulta 361 GGAACGCAGGGCCAGGCGGACAATTGLCG

T

I

AAT

GC

I

C

C

IIIIIIIII II|I||II IIIII I I
GAACGCAGGGCCA

I
G
GC

]
ccc
TCGCACCAGTACGCGCTGGGCACCGAG

II I LLLEULELLLL TEL II

|
il T
Sbcct 965378 G CCCT ACCAGTACGCGCTGAGCACGGAA 965429
CCACCC

i
CAACCC

Consulta 421 TACGAAG CCACGGT GC
Sbjct 965438 TA'I'éAA(ISé(IiJI\ JII (Ii(I:
Consulta 481 ATGACGGACTACCAGGG
Sbcect 965498 AT(ISIIICIGIGIJII(I:I I'I'IA
Consulta 541 GAAGG

I
Sbjct 965558 GAA

GCGGCTGGGCGATCGCA 480

C
L LLLLL LELELLLLLL
C

C
]
GCGC
st
CCaG T GCGGTTGGGCGATCGCG 965489

I
(]
—0O ID—0Go Gr—o f"l
(]
[}
D—Gﬂ m—m D—I.T) [l 7]
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20

G

65609

GCGGGCCTG 6
LLLLELLLLT
GCGGGCCTG 9

G
I
G

G
I
G

AGCAGTTGAGC |
GCAGTTGAGCGGG

CGC
[1]
CGC

GG
[

C
I
C

G
I
G

Consulta 541 GAAG

Sbjct 965550 GAAG
Consulta 601 TCGG

ATTCCCAGGGTGGCCATGCAGCGGCTTTC 965669

TAITCACAGGGCGGCCATGCGGCGGCTTTC 660
18

c
I
C

G
[|]]
GGCT

G

I
G
Consulta 661 GCCGCCCAACTGCAGCCCGCAAATGCCCCTGGCCTGAATGTGCAGGGCATT

Sbjct 965610 TCG

GCAGGC 720

CAGGA 965729

GCC
[11]
TGCCG

[[ 11l |l
Sbjct 965678 GCGGCCGAACT

Consulta 721 GCCGG

CCCGCATATGCCCCCGGTCTGAATGTGCGGGGCGT

[11]
GCAG

e

ATGTATA

G
I
G

ACGTGTA
Consulta 841 ATCCTCACGCCCTACGGGCAATCG

O—0

Sbjct 965738 GCTGGE

TCTCATCG 965849

[
cC

CCGCGGCACAAAATGCGTGTTT 900

GCCGCCTACCCTGAACTTGG

T AATGCGGCTTATCCTGAGCTTGGTCTCTCATCG 840
il

I
TGAA

G
|
G

CcC
§
CC

GG
L]
TGG

Sbjct 965798 GTAG

LELURELLELEELLE 11 1]

C
]
TCGCGGCACAAAATGCCTGCTT 965909

T
|
}

GACT
[1]
GACT

T
[II]]
ATTGCC

ATTACC

GTG
111
GTG

Sbcct 965850 ATCCTCACACCCTATGGGCAGTCG

Consulta 901 GATGT
Sbjct 965910 GACGT

GTGCCT 1020

CT 966029

|
C

Consulta 1021 GCCGTGCCGGCGCTCGTGTACGCGGGATCGCTTGACGAGATCATTCCCTTTGGACAGAAC 1080

Sbjct 965970 CT

CELL L LU LLLEELLL LD LLLEEELL LT

GGAACCCTCGACGAGATCATCCCCTTTGGGCAGAAC 966089

C
I
G

c
[]]
CGC

A

G
I
1

Sbjct 966030 GCCGTACCGGCATTGGT

|
G
Consulta 1081 CAGAAGCTGTTTGCCGCCTGGTGTGCACGCGGTGGCAATGTGGCTTTCAGG

7

i
ATCGGC 966149

ACCA
i
C

TTTGCCGCCTGGETGTGCGCGCGGTGGCAACGTGGCGTTCCGGAC

C
I
1

11]
Sbcct 966098 CAGAAGCTG

Consulta 1141 G

Sbjct 966150 GC

TAG 1242

Consulta 1201 CA
Sbjct 966218 CAl

AG 966251
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9.2 Alinhamento da sequéncia BLASTT

RF #1
Superfanilies

Dominios conservados putativos foram detectados, clique na imagem abaixo para obter resultados detalhados.

-

bl S0

. .

11

Distribuigao dos 100 melhores Blast Hits em 100 sequéncias deassunto & &

Passe o mouse para ver o fitulo, cligue para mosirar
alinhamentos

H <40

Chave de cor para pontuacoes de alinhamento

.40 aso .50 a 8o .80-200 = 200

200 400 600 800 1000

1200
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Sequéncias que produzem alinhamentos significativos:

Selecionar: Todos Nenhum Selecionado:
0
1 Alinhamentos [EiDownload de ~ Graficos GenP o o
onci P Pt oo Ve B e
consulta
[ proteina hipotética [Cupriavidus taiwanensis] 607 607 89% 0,0 94,07% WP_116386255.1
[J proteina hipotética [Cupriavidus necator] 606 606 89% 0,0 94,07% WP_081225768.1
[ lipase secretora [Cupriavidus necator H16] 606 606 89% 0,0 94,07% CAJ92023.1
[ proteina hipotética [Cupriavidus necator] 605 605 89% 0,0 93,80% WP_114134834.1
[ proteina hipotética [Massilia namucuonensis] 436 436 89% 6e-148 67,20% WP_093559170.1
[ proteina hipotética [Variovorax sp. KBWO7] 419 419 89%  2e-141 67,20% WP_124458204.1
[J proteina hipotética [Variovorax sp. KBW07] 416 416 89% 2e-140 66,67% WP_124458254.1
[J proteina hipotética [Variovorax sp. RO1] 416 416 89% 2e-140 66,94% WP_101489882.1
[ MULTISPECIES: lipase [Variovorax] 413 413 89% 1e-138 64,78% 12594 1
[ proteina hipotética [Acidovorax cavemicola] 412 412 89% 4e-138 64,25% WP_119554141.1
[ proteina hipotética AO062_28280 [Variovorax boronicumulans] 410 410 89% 5e-138 64,52% OEZ27428.1
[ proteina hipotética [Variovorax boronicumulans] 41 411 89%  6e-138 64,52% WP_083259430.1
[ proteina hipotética [Variovorax boronicumulans] 410 410 89%  2e-137 64,52% WP_082817938.1
) proteina hipotética ADK75_11320 [Streptomyces virginiae] 300 300 89% 3e-95 53,85% KOG55297.1
O proteina hipotética [Streptomyces virginiae] 301 301 89% 5e-95 53,85% WP_078937903.1
) lipase inativa putativa semelhante a MT1628 [Actinomadura sp. 5-2] 235 235 88% 2e-69 43,12% P 062.1
O tracilglicerol lipase [Actinomadura sp. 5-2] 234 234 88% 2e-69 43,12% WP_103562696.1
[ Lipase secretora [Yuhushiella deserti] 226 226 88% 3e-66 41,82% SFP45895.1
) proteina hipotética [Allokutzneria sp. NRRL B-24872] 225 225 88% 5e-66 42,74% WP_086821668.1
) lipase [Yuhushiella deserti] 226 226 88% 8e-66 41,82% WP_092529359.1
[ lipase [Herbihabitans rhizosphaerae] 223 223 88% 3e-65 40,69% WP_130346100.1
[ lipase secretora [Herbihabitans rhizosphaerae] 224 224 88% 3e-65 40,69% S36466.1
[J Lipase secretora [Amycolatopsis marina] 223 223 88% 4e-65 41,98% SFB48813.1
O triacilglicerol lipase [Actinomadura atramentaria] 224 224 88% 1e-64 43,12% WP_084693242.1
) lipase [Amycolatopsis antarctica] 220 220 87% 6e-64 42,82% WP_094864376.1
[ lipase [[Actinopolyspora] iragiensis] 220 220 87% 7e-64 39,73% WP_026455505.1
) lipase [Amycolatopsis albispora] 219 219 88% Te-64 42,78% AXB48789.1
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lipase [Amycolatopsis palatopharyngis]
triacilglicerol lipase [Actinomadura sp. KC06]
lipase [Amycolatopsis albispora]

triacilglicerol lipase [Actinomadura bangladeshensis]

lipase [Saccharomonospora paurometabolica]
triacilglicerol lipase [Mycobacterium tuberculosis]
hidrolase alfa / beta vezes [Allokutzneria albata]
triacilglicerol lipase [Actinomadura sp. 7K507]

lipase [album de Alloactinosynnema)
hidrolase alfa / beta vezes [Amycolatopsis balhimycina]
lipase [Amycolatopsis sp. GLM-1]

triacilglicerol lipase [Thermomonospora curvata]

triacilglicerol lipase [Actinomadura latina]
tnacilglicerol lipase [Thermomonospora sp. CIF 1]
proteina hipotética [Nocardiopsis lucentensis]
lipase [Amycolatopsis australiensis]

triacilglicerol lipase [Actinomadura sp. 7K534]

lipase [Amycolatopsis albispora]

lipase [Amycolatopsis sp. 8-3EHSu]

lipase [Haloechinothrix alba]

proteina hipotética [Saccharomonospora saliphila]
lipase [Amycolatopsis sp. CA-126428]

lipase [Streptomyces sp. SDr-06]

triacilglicerol lipase [bactia Moraxellaceae]

triacilglicerol lipase [Actinomadura sp. CNU-125]
triacilglicerol lipase [Actinomadura sp _KC345]
proteina hipotética [Actinomadura madurae]
lipase [Saccharothrix variisporea]

lipase [Amycolatopsis pretoriensis]

proteina hipotética [Actinomadura flavalba]
triacilglicerol lipase [Actinomadura sp. 6K520]

triacilglicerol lipase [Actinomadura madurae]

lipase inativa [Streptomyces aurantiacus]
lipase [Amycolatopsis marina]
triacilglicerol lipase [Actinomadura darangshiensis]

proteina hipotética [Prauserella muralis]
lipase [Streptomyces alboflavus]

219
220
219
219
218
211
216
216
216
215
214
215
214
215
214
213
213
212
212

212
212
212
21
21
212
21
211
21
210
210
210
210
210
209
208
209
208
208

219
220
219
219
218
17
216
216
216
215
214
215
214
215
214
213
213
212
212

212
212
212
211
21
212
21
211
21
210
210
210
210
210
209
208
209
208
208

88%
88%
88%
88%
87%
88%
88%
88%
88%
87%
87%
88%
88%
88%
88%
88%
88%
87%
88%

87%
88%
87%
87%
80%
89%
88%
88%
87%
88%
87%
88%
89%
87%
80%
85%
88%
88%
80%

8e-64
9e-64
1e-63
2e-63
Te-63
9e-63
2e-62
2e-62
2e-62
4e-62
Te-62
1e-61
1e-61
1e-61
2e-61
5e-61
5e-61
8e-61
8e-61

8e-61
1e-60
1e-60
1e-60
1e-60
1e-60
2e-60
3e-60
3e-60
3e-60
4e-60
4e-60
4e-60
5e-60
7e-60
8e-60
2e-59
2e-59
2e-59

4251%
41,30%
42,78%
4188%
39,73%
4213%
4167%
41,36%
4321%
211%
42 44%
40,10%
41,36%
39,84%
41,33%
41.42%
40,00%
42,18%
40,74%

42,02%
41,05%
42,44%
42,44%
44,14%
41,45%
41,99%
40,90%
40,26%
38,68%
42,18%
40,16%
39,79%
40,26%
4431%
4121%
38,02%
42,06%
44,01%

WP_116045578.1
TDD29359.1
WP_113694686.1
IDC165341
WP_007024531.1
CNES50806.1
WP_043814248 1
TDC86351.1
WP_091381049.1
WP_020642302 1
WP_125308877.1
WP_012850707 1
7 31
PKK16167.1
WP_017601676.1
WP_072475544 1
TDB97526.1

WP_086857571.1

WP_113695503.1

WP_130474030.1
WP_089302917.1
WP_019818874.1
WP_103337963.1
WP_114040329 1
PCJ45003.1
WP_075900532.1
TDC53889 1
WP_021593139.1
WP_121227633.1
WP_086671826.1
P_01 1
TDE36451 1
111 1
WP_016645629.1
WP_091675152.1
TDD85900.1
WP_112282429 1
WP_087885362 1
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lipase [Streptomyces sp. NRRL B-1347]

tnacilglicerol lipase [Actinomadura madurae]
lipase [Amycolatopsis rifamycinica]
triacilglicerol lipase [Actinomadura hibisca]
lipase [Streptomyces sp WM6378]
MULTISPECIES: lipase [Streptomyces]
lipase [Streptomyces sp. WAC 01529]

lipase [Amycolatopsis halophila]

lipase [Saccharothrix variisporea]
tnacilglicerol lipase [Actinomadura mexicana]
triacilglicerol lipase [Actinomadura fibrosa]

lipase [Saccharomonospora sp. CNQ490]

lipase [Amycolatopsis mediterranei]

lipase [Streptomyces silaceus]

tnacilglicerol lipase [Actinomadura sp. LHW63021]
Hidrolase alfa / beta vezes [Yuhushiella deserti]
tracilglicerol lipase [Spirillospora albida]

lipase [A ura rifamycini]

lipase [Streptomyces luteocolor]

lipase [Prauserella muralis]
proteina hipotética [Microbispora sp. GKU 823]
Inacilglicerol lipase [Actinomadura sp. WAC 06369]

lipase [Amycolatopsis kentuckyensis]

lipase [Streptomyces sp N

S-milhé&io 9 Reversa

lipase [Streptomyces sp HST28]

lipase [Amycolatopsis sp. H5]

lipase [Streptomyces sp. CB01201]

lipase [Amycolatopsis tolypomycina]

lipase [Streptomyces aureocirculatus]

proteina hipotética [Herbidospora sakaeratensis]
lipase [Saccharomonospora sp. LRS4 154]

lipase [Actinokinecspora mzabensis]

lipase [algeriensis de Halopolyspora]

proteina hipotética [Cryptosporangium aurantiacum]

208
208
207
207
206
207
207
207
206
207
206
207
206
206
206
206
206
205
205

205
204
205
204
204
204
204
203
204
203
204
202
204
203
202
202

208
208
207
207
206
207
207
207
206
207
206
207
206
206
206
206
206
205
205

205
204
205
204
204
204
204
203
204
203
204
202
204
203
202
202

80%
87%
87%
88%
80%
80%
80%
87%
89%
89%
88%
87%
87%
80%
88%
88%
88%
88%
80%

87%
80%
88%
87%
86%
85%
87%
80%
87%
80%
88%
80%
87%
88%
89%
88%

2e-59
3e-59
4e-59
5e-59
5e-59
5e-59
5e-59
6e-59
9e-59
1e-58
1e-58
1e-58
1e-58
1e-58
1e-58
1e-58
2e-58
2e-58
2e-58

4461%
40,00%
41,64%
40,42%
42,64%
44,01%
43,24%
40,32%
40,16%
38.40%
40,62%
42,67%
41,64%
43,24%
40,48%
38,79%
41,12%
41,69%
4324%

41,33%
43,98%
41,69%
41,64%
40,95%
40,72%
41,64%
42,94%
41,38%
44,01%
38,73%
43,92%
41,87%
42,44%
40,16%
44,41%

WP_030678222.1
WP_075023122.1
WP_043787369.1
WP_083982231.1
WP_053728801.1

0 1148.1
WP_125514366.1
WP_034267443 1
WP_121220405.1
WP_089309805.1
WP _131756764.1
WP_024875675.1
WP_013230815.1
WP_056702520.1

111 1
WP_092530011.1
WP_030170098.1
WP_034516619.1
WP_069887197.1

WP_112283496 1
WP_079319322 1

126614364.1
WP_086847742.1
WP_030795068.1
WP_127910203.1
WP_093946010.1
WP_100578741.1
WP_091304837.1
WP_030565294.1
WP_117360093 1
WP_062339953.1
WP_081192522.1
WP_110079933 1
WP_114453371.1
WP_073265469.1
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9.3 Alinhamento da sequencia protéica verificando possiveis pontos de

glicolizacéo.

EXAMPLE QUTPUT

##gff-version 2
#esource-version Netoslyc 4.0.8.12
##date 13-7-15
##Type Protein

#seqname source feature start end score strand frame comment
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 5 ©.04656 .
CSF2_HUman netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 11 11 8.0257036
CSF2_HUmaN netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 15 15 8.296424
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 17 17 ©.182807
CSF2_HUmaN netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 22 22 8.567964 #POSITIVE
CSF2_HUmaN netoGlyc-4.8.0.12 CARBOHYD 24 23 8.35171 .
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 26 26 ©.558198 #POSITIVE
CSF2_HUmaN netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 27 27 8.182353
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD a5 a6 ©.199041
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD a3 a3 ©.28106 .
CSF2_HUmaN netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 56 56 8.8436836
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 61 61 ©.0718515
CSF2_Human netoglyc-4.2.0.12 CARBOHYD 70 70 ©.107585
CSF2_HUmaN netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 7 74 ©.8448412
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 86 86 9.163292
CSF2_HUmaN netoGlyc-4.8.0.12 CARBOHYD 88 88 8.8735873
CSF2_HUmaN netoGlyc-4.8.0.12 CARBOHYD 95 95 8.251049
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 95 99 335158
CSF2_HUmaN netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 108 188 505881 #POSITIV
CSF2_HUMAN net0Glyc-4.0.0.12 CARBOHYD m 111 8.100125
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 112 112 ©.488462
CSF2_HUmaN netoGlyc-2.8.0.12 CARBOHYD 115 115 8.314324
CSF2_HUMAN netoGlyc-4.2.0.12 CARBOHYD 119 119 ©.0818746
CSF2_Human netoglyc-4.2.0.12 CARBOHYD 122 122 ©.0480526

##gff-version 2

##source-version NetOGlyc 4.0.0.13

##date 18-3-28

##Type Protein

#segname source feature start end score  strand frame comment

SEQUENCE net0Glyc-4.8.0.13 CARBOHYD ©.0343066

SEQUENCE net0Glyc-4.8.0.13 7

SEQUENCE

netOGlyc-4.8.0.13
netoGlyc-4.0.0.13
net0Glyc-4.8.0.13
net0Glyc-4.0.0.13
net0Glyc-4.0.0.13

47

a.
8.
0.

867994
751937
553704

0.542592

SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 8.2285388
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD £ 58 2.2162551
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 98 98 8.146609
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 100 100 2.2357761
SEQUENCE netoGlyc-4.9.0.13 CARBOHYD 122 122 @.18303

SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 132 132 ©.396148
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 139 139 @.0937001
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 144 144 0.086864
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 148 149 2.354218
SEQUENCE netoGlyc-4.9.0.13 CARBOHYD 152 152 @.133656
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 162 162 9.2802391
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 169 189 @.153333
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 174 174 8.8613166
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 196 196 2.2590856
SEQUENCE netoGlyc-4.9.0.13 CARBOHYD 201 201 0.2425369
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 212 212 ©.2337899
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 245 245 8.8676991
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 278 279 8.125459
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 280 259 @.217158
SEQUENCE netoGlyc-4.9.0.13 CARBOHYD 283 283 0.2896579
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 288 288 0.411248
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 291 291 @.25515

SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 296 296 8.8738098
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 303 303 2.385727
SEQUENCE netoGlyc-4.9.0.13 CARBOHYD 305 3a5 @.21501

SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 310 318 ©.345149
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 319 319 @.320222
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 335 335 8.18952

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 350 350 @.023412
SEQUENCE netoGlyc-4.9.0.13 CARBOHYD 378 378 @.267806
SEQUENCE net0Glyc-4.9.0.13 CARBOHYD 382 382 9.201503
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 386 336 @.8376249
SEQUENCE netOGlyc-4.8.0.13 CARBOHYD 200 208 8.203522
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 410 418 2.179891

Explain the output. Go back.
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Tedrica pl/ Mw {média) para a seqiiéncia inserida pelo usuério:

18 29 39 ] 5p 60
LCIRVTSFVP GAALARGAAR AVLATAVALC ALAGAPALAG PLODPRSOAF YTPPOPLPSG

78 38 LY 108 19 129

PHGTLIRSRP FIPVGLLAYG EEmj.xﬂ DVNGLPTAVT GTVLVPFAPW LAGARPVIAW

139 iy 159 50 e 150
APGTOGOAD CAPSHQYALG TEVEATVAGA TPATLARGHA TAMETTDNQG LGTPGDHTIG

19de @ PN ] 2ded 2def PN Py ]

TGRAEGQAVL DAALAAQOLS GAGLSANAPY GIMETGYSQD GHAAAFAAQL OPANAPGLHN

5 %9 74 %8 b 00

QGIAAGAGPF SIADVYAMVN GGPFGGVGPT ALMETGLNAA YPELGLSSIL TPYGQSVITD

g 29 39 ng 30 %8
FRGTKCYFDV TASYPFLSDA VLVQAPTILN RADHLARMET AQHQSGGVP AVPALVYAGS

7 N EX 0o ag 29
LDETIPFGON QKLFAMNCAR GGIVAFRTIG ATOHATGLLL GLPVALDWME TTQRFGGVPA

VSDCP

Tedrica pl / Mw: 4,86 / [RRIERY
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