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RESUMO

O gene GPD2 de Saccharomyces cerevisiae, que codifica a enzima glicerol-3-
fosfato desidrogenase (G3PDH; EC 1.1.1.8; NAD": oxidoredutase) foi clonado na
levedura Pichia pastoris para expressar extracelularmente a enzima em meio de
cultura. Essa enzima apresenta aplicacao pratica em diversos sistemas acoplados
para determinacao quantitativa de triacilglicerol, glicerol, acido fosfatidico e outros
fosfolipidios também podendo ser usada para medir atividades enziméticas em
diversos tipos de amostras. Para que a atividade extracelular fosse suficiente em
ensaios industriais e bioldgicos, um estudo de inducdo da expressao da enzima foi
realizado no presente trabalho, que consistiu em escolher o clone que melhor
secreta a enzima e estudar o meio de crescimento (BMGY), a densidade inicial
celular (0,05 mg/mL), o meio de inducdo enzimatica (BMMY), a natureza do
tampéo (tampéao fosfato), o pH (6,0), o tempo de producédo da proteina (4 dias), a
concentragdo da enzima através de membrana filtrante (120 vezes), a melhor
fonte de peptona (Acumédia), o estudo de pré-inducdo celular por estresse
osmético (atividade de 0,477 + 0,0 U/mL em 24 horas com NaCl 0,35M). O
processo de producao da G3PDH mostrou que a maxima produtividade enzimatica
(795 U/mL e atividade especifica de 44,49 U/mg) e biomassa final de 17,75 mg/mL
foi obtida com as seguintes condi¢cdes experimentais: 48 horas de inducdo com
meio BMMY, utilizando 1% de metanol, 1% de glicerol, densidade inicial celular de
0,05 mg/mL, pH 5,0 e sobrenadante concentrado 120 vezes em membrana

filtrante.

Palavras-chave: Levedura metilotroftica, Pichia pastoris, glicerol-3-fosfato

desidrogenase.



ABSTRACT

The GPD2 gene from Saccharomyces cerevisiae, which encodes the enzyme
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH, EC 1.1.1.8, NAD +: oxidoredutase)
was cloned in the yeast Pichia pastoris to express the enzyme extracellularly in the
culture medium. The enzyme G3PDH has practical application in various systems
coupled to quantitative determination of triacylglycerol, glycerol, phosphatidic acid
and other phospholipids. It can also be used to measure the enzymatic activities in
diverse types of samples. For the application of the enzyme extracellular in
industrial and biological tests, a study of induction of expression of the enzyme was
accomplished in the present work, that consisted of to choose of clone that more
expressing the enzyme, the growth medium (BMQGY), the cellular initial density
(0.05 mg/mL), the medium of enzymatic induction (BMMY), the buffer nature
(phosphate potassium), pH (6.0), the time of production of the protein (4 days), the
concentration of the protein (120-fold), the peptone source (Acumédia), the study
of pre-induction cellular for osmotic stress (activity of 0.477 £ 0.0 U/mL in 24 hours
with NaCl 0.35M). The study of the variable determinative in the process of
production of the G3PDH it showed that the maximum enzymatic productivity
(0.795 U/mL and 44.49 U/mg of specific activity) and final biomass of 17.75 mg/mL
was obtained with the following experimental conditions: 48 hours of induction with
medium BMMY, using 1% methanol, 1% glycerol, cellular initial density of
0.05mg/mL, pH 5.0 and the supernatant concentrated 120-fold in filter membrane.

Key words: Methylotrophic yeast, Pichia pastoris, glycerol-3-phosphate

dehydrogenase.
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1. INTRODUCAO

As leveduras sao conhecidas como fungos unicelulares que se reproduzem
vegetativamente por brotamento ou fissdo. As leveduras sdo amplamente
encontradas no meio ambiente, suas células ndo possuem clorofila (ndo sao
fotossintéticas), sendo estritamente quimiorganotréficas, ou seja, requerem formas
organicas de carbono de diversas fontes, para seu crescimento, e suas fontes sao
muito diversas, tais como: acucares, polidis, acidos graxos e organicos, alcoois
alifaticos, hidrocarbonos e varios compostos heterociclicos e poliméricos, e sua
seletividade nutricional determina a diversidade da espécie e seu nicho, em outras
palavras, as leveduras exibem grande especializagdo de habitats (PHAFF et al,
1978), porém seu habitat preferido € tecido de plantas. Muitas espécies sao
encontradas em relacbes comensais ou parasitas com animais, algumas em
particular sdo extremofilas, particularmente as osmofilicas, as quais sdo capazes de
crescer em altas concentragdes de agucares, outras sdo encontradas em alimentos
deteriorados, ou mesmo em processos fermentativos realizados pelo homem, como
€ o caso da Saccharomyces cerevisiae encontrado em superficies vinicolas
(MARTINI,1993), ao passo que em hospitais, diversas leveduras patogénicas séao
encontradas, em especial a Candida spp (C. albicans) que responde por 80% de
toda infecgao hospitalar (SCHABERG et al,1991).

Atualmente, a exploracdo de leveduras apresenta impactos significativos em
relacdo ao suprimento de energia renovavel, pois sdo capazes de fermentar
carboidratos, produzindo etanol, e em estudos biotecnoldgicos, incluindo o controle
de doencas, particularmente doencgas genéticas e cancer. Grandes avangos foram
realizados no campo da medicina, devido a producdo de proteinas terapéuticas
humanas utilizando a engenharia genética de leveduras. O uso de leveduras na
medicina terapéutica ndo é somente ligada a moderna tecnologia do DNA
recombinante, mas desde os tempos antigos as leveduras tém sido utilizadas no
controle biologico de infecgdes bacterioldgicas (WALKER, 2000).

A levedura Saccharomyces cerevisiae teve um papel de destaque, além de

ser considerado um dos microrganismos mais Uteis ao homem, essa levedura é um
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dos sistemas eucaridticos mais bem conhecidos. O péo, a cerveja e 0 vinho
representam os produtos mais expressivos do processo de manipulacdo desses
microrganismos ao longo do tempo e cuja manipulagdo causou um grande impacto
na produgdo de alimentos e, por conseguinte, influenciando o préprio processo de
desenvolvimento sécio-econdémico da humanidade.

O crescimento de um microrganismo, assim como, a vida de qualquer célula
depende de dois processos basicos, catabolismo e anabolismo, que devem ocorrer,
simultaneamente e com velocidades dependentes da disponibilidade de agua e
nutrientes. O processo denominado catabolismo gera energia a partir de nutrientes,
bem como, os precursores de sintese para a renovacao do material celular. Os
processos de sintese sdo coletivamente denominados anabolismo. Um aspecto
interessante referente ao anabolismo (biossintese) € que uma de suas reservas de
hidrato de carbono € um dissacarideo simples denominado trealose. A outra reserva
€ o glicogénio encontrado também nos animais. A fisiologia das leveduras esta
relacionada com as formas pelas quais as células de leveduras captam os nutrientes
do ambiente e os metabolizam, crescem, reproduzem-se, sobrevivem e por fim
morrem. Assim, 0sS microrganismos necessitam de uma seérie de elementos
nutricionais, alguns necessarios em quantidade elevadas (macronutrientes), e outros,
em quantidades pequenas (micronutrientes).

As necessidades nutritivas dos microrganismos séo, basicamente, as mesmas
exigidas por todos os seres vivos para exercerem suas atividades. As necessidades
nutricionais mais importantes para as leveduras, sao as fontes de carbono, nitrogénio
e fésforo (BERRY ; BROWN, 1987).

Por serem organismos quimiorganotréficos, obtém carbono e energia dos
compostos através das ligacdes organicas. Estes compostos organicos tais como a
glicose, tém duas fungdes fisioldgicas: fornecer esqueletos de carbono e energia
para sinteses. A fonte de carbono preferencialmente utilizada é a glicose, outras
fontes de nutrientes contendo misturas de carboidratos sdo freqientemente usados
na industria, como é o caso do melagco de beterraba que contém glicose, frutose,
sacarose e rafinose. Outras fontes de nutrientes (etanol, acetato) podem agir como

substrato na respiragdo, mas somente em S. cerevisiae.
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Em relacdo a fonte de nitrogénio, as células de leveduras apresentam cerca
de 10% de nitrogénio de seu peso seco, mas ndo fixam nitrogénio molecular.
Portanto, fontes simples como sais de aménio sdo amplamente usadas, onde o mais
utilizado é o sulfato de amdnio. Algumas leveduras podem crescer em nitrato como
fonte de nitrogénio, e sdo capazes de utilizar baixas concentracbes de nitrito. A
assimilacdo de nitrato tem sido usada como um teste fisiol6gico para diferenciar
leveduras, a Hansenula spp, por exemplo, € nitrato positivo, enquanto que Pichia spp
€ nitrato negativo. Uma outra fonte de nitrogénio inorganico é o NH4CI. O nitrogénio é
utilizado para sintese de aminodacidos, nucleotideos e outros compostos celulares.
Assim, um grande numero de substdncias pode ser empregado como fonte de
nitrogénio pelas leveduras tais como:

A - Aminoacidos especificos - muitos aminoacidos podem ser utilizados como fonte
de nitrogénio, mas a principal funcdo de alguns deles consiste em servir como fator
de crescimento como a arginina que favorece a velocidade de crescimento da
levedura.

B - Mistura de Aminoacidos - hidrolisados de proteina, contendo misturas de
aminoacidos, geralmente levam a altas velocidades especificas de crescimento com
rendimentos celulares mais alto do que qualquer outro aminoacido separadamente.
C- Peptideos - um numero limitado de dipeptideos e tripeptideos podem ser
utilizados pelas leveduras.

D - Uréia - a uréia constitui-se em uma boa fonte de nitrogénio, apesar da
necessidade da suplementacao com a vitamina biotina.

E - Purinas e Pirimidinas - as bases purinas e pirimidinas também podem servir
como fonte de nitrogénio a célula.

As diversas fontes de nitrogénio ndo sao assimiladas pela levedura, com a
mesma velocidade, quando estdo em meios industriais. Segundo Cooper (1982) uma
boa fonte de nitrogénio deve apresentar as seguintes caracteristicas:

1 - ser rapidamente consumida dentro da célula;
2- sofrer conversao, uma vez dentro da célula, com minima interferéncia nas etapas

de sua conversao em glutamato ou amdnia, ou ambas e

3 - ndo causar efeitos téxicos sobre as células.
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7

O fésforo é assimilado somente na forma de ion fosfato de dihidrogénio
(H2PO'4) e atua sobre a regulagdo do metabolismo celular e na sintese de &cidos
nucleicos. A concentracdo intracelular do PO, regula a sintese de lipideos e
carboidratos. Tanto o KH,PO4 quanto o Nap,HPO4 podem servir como fontes de
fosforo. As leveduras também podem estocar fosfato em organelas, segundo
Okorokov et al (1980) a concentragédo de fosfato foi 110 vezes maior em vacuolos
quando comparado com as quantidades presentes no citoplasma.

As vitaminas e fatores de crescimento sdo geralmente exigidas por muitas
linhagens de Saccharomyces cerevisiae como elementos indispensaveis ao
crescimento. Entre elas podemos destacar:

1 - Inositol - importante sobre a composicao lipidica da célula que por sua vez atua
como fator critico para a manutengcao do estado fisiolégico da membrana celular. O
inositol desempenha também um papel importante na regulacao da velocidade de
fermentacéo.

2 - Pantotenato - muitas espécies de Saccharomyces exigem esta vitamina. O
pantotenato € normalmente encontrado em meios sintéticos, na forma de
pantotenato de calcio, mas encontra-se ligado a coenzima A na célula viva.

3 - Tiamina (vitamina Bi) - o efeito das deficiéncias de tiamina sobre os
desequilibrios nutricionais das leveduras (KAMIHARA ; NAKAMURA, 1982) podem
ser observadas em relacdo a capacidade respiratéria, formacado de acidos graxos,
lipideos e producéo de etanol.

4 - Biotina - quantidades baixas, adicionadas aos meios sintéticos e complexos ndo
refletem a principal importancia desta vitamina a qual consiste em desempenhar
papel essencial no crescimento de leveduras. A biotina atua, notadamente, sobre
algumas areas do metabolismo das leveduras, tais como: carboxilagdo do piruvato;
sintese de nucleotideos; sintese de acidos nucléicos; formacdo de bases purina e
pirimidinas; sintese de proteinas; sintese de polissacarideos e sintese de &cidos
graxos.

O nutriente hidrogénio para o crescimento de leveduras € principalmente
obtido de carboidratos. Os ions hidrogénio sao muito importantes na fisiologia celular

da levedura, pois variacoes de pH podem influenciar dramaticamente no crescimento
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e no metabolismo das leveduras. Geralmente, as leveduras crescem em pH entre 4-
6, mas varias leveduras sdo capazes de crescer numa faixa de pH de 2-8. Em geral,
a habilidade de crescer em baixo pH mostra que muito mais que as bactérias, as
leveduras ocuparam diferentes nichos ecologicos, mas em geral as leveduras nao
conseguem crescer muito bem em pH alcalino.

As leveduras sdo incapazes de crescer bem na auséncia de oxigénio, ou seja,
este nutriente € um requisito necessario nas reagdes de hidroxilagbes que ocorrem
durante o crescimento, tais como as biossinteses de esterbis e acido graxos
insaturados. Diferentes leveduras necessitam de quantidades diferentes de O, e alta
pressao (BULL ; BUSHELL,1976).

O enxofre é requerido principalmente na biossintese de aminoacidos e esta
presente em cerca de 0,3% do peso seco das leveduras. Fontes de enxofre podem
estar em varios compostos, tais como: sulfato, sulfito, tiosulfato, metionina e
glutationa. Entretanto, o sulfato e a metionina sdo compostos centrais do
metabolismo das leveduras. Metionina é o aminoacido mais eficiente na nutricao
desses microrganismos.

As leveduras também necessitam de minerais, geralmente os meios de cultura
sao suplementados com K, Mg e outros elementos tracos. Em especial o K e o Mg
sdo macronutrientes necessarios a célula, extremamente importante, o K, atua como
cofator para um grande numero de enzimas envolvidas na fosforilacdo oxidativa,
biossintese protéica e metabolismo de carboidrato, e representa 1-2% do peso seco
da levedura, ja 0 magneésio representa 0,3%. Na faixa de micromolar até nanomolar,
outros minerais sdo nomeados como micronutrientes ou elemento tragco que incluem:
Mn, Ca, Fe, Zn, Cu, Ni, Co e Mo, além de Ag, As, Ba, Cs, Cd, Hg, Li e Pb onde estes
no meio nao devem ter concentragdes elevadas (WALKER, 2000).

Em relacdo a genética, a levedura S. cerevisiae é bem estudada e seu
genoma foi totalmente seqlenciado, fato este que representou uma das maiores
conquistas da Biologia no século XX. Apés o advento da tecnologia do DNA
recombinante, esta levedura péde ser empregada em estudos de genética molecular
a partir do final dos anos 70, quando ela foi geneticamente transformada pela

primeira vez. Desde entéo, varios tipos de vetores moleculares foram desenvolvidos,
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inclusive cromossomos artificiais, mais conhecidos como YAC (Yeast Atrtificial
Chromosomes). Com a obtengdo de cepas de leveduras mutantes foi possivel o
isolamento de genes de outros organismos eucaridticos por complementacdo. No
campo da pesquisa aplicada, a levedura S. cerevisiae logo se destacou como um
interessante candidato para a expressdao de genes heterélogos de interesse
biotecnol6gico. O ambiente intracelular da levedura é adequado para a ocorréncia de
varias reagdes que normalmente ocorrem em células de mamiferos (TORRES ;
MORAES, 2000).

Um outro microrganismo de interesse biotecnolégico como Escherichia coli
tem sido usado extensivamente como um hospedeiro celular, para a produgéo de
proteinas heterdlogas. No entanto, muitas aplicacées nédo apresentaram o resultado
esperado, pois esse simples microrganismo é deficiente de um sistema intracelular
que dificulta a expressdo da proteina recombinante. Expressdao de proteina
recombinante, de sucesso em E. coli, é, portanto muito dependente das
conformagbes primarias, secundarias, tercidrias e das caracteristicas funcionais da
proteina de interesse (DALY ; HEARN, 2005). Ha uma grande variedade de
proteinas que nao podem ser expressas em E. coli, pois precisam de um nivel
correto de maturagdo pos-traducional, necessitando ser produzidas na levedura
metilotréfica, Pichia pastoris (MONSALVE et al, 1999).

1.1. Leveduras Metilotréficas

Ao longo das ultimas décadas, outras leveduras tém sido apresentadas como
sistemas alternativos de expressao por apresentarem vantagens sobre S. cerevisiae.
Entre esses novos sistemas, destacam-se as leveduras metilotroficas, ou seja,
espécies de leveduras que sdo capazes de crescer em meio de cultura contendo
metanol como Unica fonte de carbono e energia. Todas as linhagens identificadas
como metilotroficas, atualmente, pertencem a apenas quatro géneros: Hansenula,
Pichia, Candida e Torulopsis (FABER et al, 1995), e suas aplicagbes em
biotecnologia se destacam na producdo de proteinas recombinantes e porque as

reacoes iniciais de utilizacdo do metanol ocorrem nos peroxissomos, organela que é
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fortemente induzida quando se utiliza somente metanol como fonte de carbono
(VEENHUIS ; Van Der KLEI, 2002; GOULD ; VALLE, 2000).

Mostra-se na tabela 1, estudos de comparacdo de diferentes espécies de
leveduras metilotréficas em relacdao a fonte de carbono. Observa-se que a glicose
reprime a expressao da proteina, enquanto que a adicao de glicerol ou outra fonte de

carbono é dependente do promotor e da levedura.

Tabela 1 — Efeito da repressdo ou desrepressao em diferentes fontes de carbono
sobre os genes de leveduras metilotréficas ®

Glicose, Etanol Glicerol Metanol  Glicerol+MeOH
Pichia AOX1 Repressao Repressao Inducéo Repressao
pastoris
AOX2 Represséao Represséao Inducgéo Represséao
Hansenula < Desrep.( ~60- . < o
polymorpha MOX Represséao 70%) Indugéo Inducéo (~100%)
FMD Represséo Desrep. (~60%)  Indugao
Céandida ~ ~ -
boidinii AOD1 Represséao Desrep. (~3-30%) Indugédo Inducgao (~90%)
FDL  Sem atividade Desrep. (~20%)  Indugdo Indugéo (~70%)
FDH Repressao Sem atividade Indugéo  Inducéo (~30%)
DAS Repressao Desrep. (~2%) Inducdo  Indugéo (~70%)
Pichia ~ o ~ ~ o
methanolica MODI Represséao Desrep.(~60-70%) Indugdo Inducao (~100%)

MOD2 Repressao Sem atividade Indugdo  Inducdo(~100%)
FLD  Sem atividade  Desrep (~20%) Indugdo  Indugédo(~70%)

Fonte: Adaptado HARTNER ; GLIEDER, 2006.

1.2. Levedura Pichia pastoris

Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica também conhecida como
Endomyces pastori, Komagataella pastori, Petasospora pastori, Saccharomyces
pastori, Zigosaccharomyces pastori, Zygowillia pastori e Zymopichia pastori.
Naturalmente encontrada no exsudato de castanheiro na Franca e em carvalho preto
da Quercus kelloggii nos USA. Sua taxomonia é descrita como sendo do reino

Fungi, filo Ascomycota, sub-filo Saccharomicotina, classe Saccharomycetes, ordem
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Saccharomycetales, familia Sacchamomycetaceae, género Pichia e espécie P.
pastoris (BARNETT et al, 2000).

Algumas leveduras do género Pichia sdao encontradas no solo, agua doce,
insetos, exsudatos de arvores, plantas e frutas e também como contaminantes em
uma variedade de alimentos e bebidas, algumas destas espécies podem contribuir
com efeitos desejaveis nas fases iniciais da fermentacao de vinho, em varios tipos de
salmoura, em diferentes tipos de queijos, enquanto que algumas espécies tém sido
descritas como patégenos humanos (BAKIR et al, 2004; OTAG et al, 2005).

Todas elas utilizam uma via especifica para o metanol, no qual envolve varias
enzimas especificas. As reacdes iniciais ocorrem em organelas especializadas, os
peroxissomos, seguido por passos metabodlicos subseqlientes no citoplasma (Figura
1). Os peroxissomos desempenham um papel indispensavel durante o crescimento,
uma vez que possui trés enzimas chaves para o metabolismo do metanol, a alcool
oxidase, catalase e a diidroxiacetona sintase. As reagdes subseqlentes de
assimilagdo e desassimilacdo do metanol estdo localizadas no citosol (MACAULEY-
PATRICK et al, 2005). A enzima alcool oxidase (AOX) catalisa o primeiro passo na
via de utilizacdo do metanol, a oxidacdo do metanol a formaldeido e peréxido de
hidrogénio, AOX é sequestrado dentro do peroxissomo junto com a catalase, no qual
degrada o perdxido de hidrogénio a oxigénio e agua. Uma parte do formaldeido
gerada pela AOX deixa o peroxissomo e mais adiante é oxidada a formiato e didxido
de carbono por duas desidrogenases do citoplasma, reagbes que sao fonte de
energia para o crescimento celular em metanol (CEREGHINO ; CREGG, 2000). A
enzima alcool oxidase é fortemente reprimida por varias fontes de carbono, tais
como glicose e glicerol, e induzida por falta de fonte de carbono. A conversdo de
metanol a formaldeido € um passo limitante na utilizagdo de metanol como fonte de
carbono, e é regulado pela quantidade de enzima AOX presente na célula. Ha
demonstragbes deste comportamento, quando se aumenta de repente a

concentracdo de metanol, o crescimento celular € inibido.
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Figura 1 — Via do metanol em Pichia pastoris.
Fonte: Adaptado de Cereghino; Cregg, 2000.

O fato de a levedura Pichia pastoris crescer até alta densidade celular em um
meio barato levou a empresa Phillips Petroleum Company a propor o uso dessa
levedura como fonte de alimento (“single cell protein — SCP”). Ap6s constatar que o
processo de producdo de SCP era invidvel economicamente por causa do valor do
metanol, devido a crise do petréleo na década de 1970 (COS et al, 2006), a empresa
decidiu transformar P. pastoris em um sistema de produgcdo de proteinas
recombinantes. A levedura P. pastoris apresenta duas caracteristicas que a tornam
uma atraente hospedeira para a producédo de proteinas heterdlogas. A primeira € o
forte promotor usado para transcrever genes heterdlogos, o qual é derivado do gene
da A&lcool oxidase (AOX1) de P. pastoris. Esse promotor € regulado
transcricionalmente por metanol, um indutor relativamente barato. Em células
expostas a metanol como unica fonte de carbono, o inicio da transcricdo no promotor
AOX1 é altamente eficiente e comparavel aos promotores derivados dos genes
altamente expressos da via glicolitica. No entanto, ao contrario dos promotores
glicoliticos, o promotor AOX1 é firmemente regulado e reprimido sob condi¢des de

crescimento sem metanol. Uma vez que a maioria das proteinas heterélogas é de
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alguma forma deletéria para a célula, quando expressas em altos niveis, a habilidade
de manter a cultura em um estado reprimido ou desligado é altamente desejavel.
Trata-se de uma importante precau¢ao para minimizar a selecdo de mutantes que
nao expressam o produto heterélogo durante o crescimento da cultura. Para ser
ativado, o promotor AOX1 requer a presenga de metanol e, na auséncia desse
indutor, ele se torna reprimido. Além de metanol, o sistema AOX1 necessita da
auséncia de glicose para ser plenamente ativado. Uma vez que o promotor AOX1 é
controlado pela manipulacao da fonte de carbono adicionado ao meio de cultura, o
crescimento e a inducdo de cepas de P. pastoris, que expressam proteinas
heterbélogas, sdo facilmente obtidos em todas as escalas, desde frascos até grandes
fermentadores.

Para uma produgdo economicamente viavel de proteinas recombinantes a
concentracdo de proteinas no meio deve ser proporcional a quantidade de células. E
necessario, pois, atingir niveis de alta densidade celular os quais nao séo facilmente
obtidos com S. cerevisiae. Em contraste, as cepas produtoras de P. pastoris sdo
facilmente cultivadas a densidades celulares de aproximadamente 100 g/L de peso
seco, ou até maiores. Varios genes de diferentes procedéncias (bactérias, fungos,
invertebrados, plantas e humanos) ja foram expressos em P. pastoris sob o controle
do promotor AOX1. A maioria dos genes expressos teve seus produtos secretados
para o meio extracelular e alguns, como o fator de necrose tumoral humano, foram
produzidos no ambiente intracelular (TORRES ; MORAES, 2000).

Os sistemas de expressao neste microrganismo permitem a producao de
proteinas tanto na forma intracelular quanto extracelular. Embora o sistema de
producdo extracelular apresente a vantagem da liberagdo da proteina de interesse
no sobrenadante do meio de cultivo, ambos os modelos de expressao estdo sendo
amplamente estudados e precisam de quantidade suficiente de massa celular para
que proteinas sejam purificadas para a utilizagdo como produto (CEREGHINO ;
CREGG, 2000).

Atualmente, mais de quinhentas proteinas foram clonadas e expressas
usando o sistema P. pastoris (MACAULEY-PATRICK et al, 2005; CREGG, 2008).
Cereghino ; Cregg (2000) descreveram algumas das proteinas expressas no sistema
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P. pastoris, algumas originalmente encontradas em bactérias (a-amilase
originalmente de Bacillus licheniformis, D-alanina carboxipeptidase de Bacillus
stearothermophilus), outras encontradas em fungos, (glucoamilase de Alternaria alt,
catalase L de Aspergillus fumigatus), outras encontradas em protistas, (hexose
oxidase de Chondrus crispus (alga vermelha), acido a-mannosidase de ( Trypanosom
cruzi), em plantas, (fitocromo B de batata, acido fosfatase de nédulo de grao de
soja), invertebrados (proteina fluorescente verde de Aequorea victoria (agua viva).
Alguns vertebrados, (B-caseina bovina, inibidor de tripsina pancreatico bovino
(aprotitina), gelatinase B de rato, transportador intestinal de peptideo (PEPt1 e 2 de
rato), albumina sérica, trombomodulina.

Segundo Cos et al (2006), a otimizagdo da expressdo de proteinas
heterdlogas, que consiste em maximizar o rendimento e a produtividade, depende de
diferentes fendtipos com o promotor AOX, ou outros promotores, meios de cultura e
estratégias operacionais.

Macauley-Patrick et al (2005) relatam que grande parte dos trabalhos em P.
pastoris utiliza um meio complexo para o crescimento e inducdo da expressao
protéica. As formulacées destes meios encontram-se nos protocolos da Invitrogen
Corporation (Carlsbad, CA, USA), e sao dependentes do tipo de linhagem utilizada.
A concentracdo de substratos (glicose ou glicerol) é uma limitagdo mais comum na
produgdo em larga escala, porque a manutengcdo do substrato inicial em baixa
concentracdo (n&o-inibitoria) é essencial na otimizacao da produgdo de biomassa e
conseqlentemente na proteina desejada.

Boze et al (2001) obtiveram quantidades suficientemente altas de expressao
de proteina em biorreator, comparando com o cultivo em pequenos frascos, quando
P. pastoris foi cultivada usando uma alta densidade celular em biorreator alimentado
ou em processo continuo de fermentagédo, onde o pH e a quantidade de oxigénio
foram controlados.

Revisbes bibliograficas sobre o sistema de producdo de Pichia pastoris
demonstraram que as melhores condigbes (meio de cultura, pH, temperatura, etc)
variam de acordo com o tipo de linhagem usada e/ou o tipo de proteina heteréloga
que se deseja expressar (SINHA et al, 2003; FILES et al, 2001). Choi; Park (2006)
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relatam que em geral, para a producao de proteina heteréloga usando P. pastoris em
fermentador, ha trés estdgios nesse processo, primeiro, o0 acumulo de biomassa
utilizando o glicerol como fonte de carbono; segundo, uma fase de transi¢ao, no qual
as células sdo adaptadas para a fase posterior (indugéo), ou seja, estratégias de
adigcao de glicerol sao realizadas para obter velocidades limitantes de crescimento, e
terceiro é o inicio da fase de indugao pela adigéao lenta de metanol.

Segundo a Invitrogen Co (2000), o meio mais comum para a obtencao de alta
densidade celular em fermentagbes com essa levedura, € o meio BSM (“basalt salt
medium”). O meio BSM € suplementado com micronutrientes como Fe, Mn, Cu e
biotina, normalmente utilizando uma solucéo de tracos de sais (PTM1) proposta pela
Invitrogen. Considerado como um dos melhores meios, este meio pode nao ser
6timo por possuir alguns problemas importantes (composicdo desbalanceada,
precipitacoes, forca idnica, etc). Dessa forma, algumas propostas alternativas para
esse meio foram realizadas por D’Anjou ; Daugulis (2000), Stratton et al (1998), por
exemplo, nas variacdes das concentracoes de fésforo e potassio. Esses meios de
cultura foram formulados para a obtencao de altas densidades celulares em culturas
de batelada alimentada. A influéncia desses elementos no desenvolvimento de P.
pastoris ndo é bem conhecida. Alguns autores (BOZE et al, 2001) encontraram uma
suplementacao basal para 0 meio com sete vitaminas e dois tragcos de sais que
aumentam a producdo do hormoénio foliculo-estimulante porcina, de 93 mg/mL
(basal) para 187 mg/mL (suplementado), mostrando que a vitamina e os elementos
tracos requeridos tiveram um importante efeito no crescimento da célula e na
producéo da proteina recombinante em P. pastoris.

Xie et al (2005) utilizaram o meio BSM para a produgao de angiostatina
em biorreator, adicionaram no cultivo outras fontes de carbono (para uma melhora na
producdo da proteina), tais como glicerol, sorbitol, acetato e &cido latico, no qual
respectivamente, estas foram adicionadas juntamente com o metanol, na fase de
expressao protéica. A produgcédo de angiostatina era de 108 mg/L quando o glicerol
foi adicionado. Com sorbitol como fonte de carbono, a concentragéo da proteina foi
de 141 mg/L e somente 52 mg/L com o uso do acetato. A melhor producao foi de
191 mg/L, utilizando-se o acido latico. Experimentos iniciais foram realizados em
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frascos com quatro diferentes fontes de carbono, nos quais indicaram melhoras no
crescimento da P. pastoris e com efeitos diferentes de expressao da proteina. Como
o controle de substrato e pH ndo pode ser realizado neste tipo de experimento, a
comprovagao dos resultados com diferentes fontes de carbono foram realizados em
biorreatores. A estratégia empregada foi utilizar uma mistura de fontes de carbono,
ou seja, glicerol foi adicionado ao metanol durante a fase de expressao protéica, mas
tomando-se o cuidado do glicerol nao reprimir o promotor AOX e diminuir a produgao
da proteina desejada (BRIERLEY et al, 1990). Sendo assim, o uso de fontes de
carbono que melhoram o crescimento, mas ndo reprimem o promotor AOX é
essencial para a melhora do controle do processo fermentativo.

Sorbitol é também aceito como fonte de carbono ndo-repressiva para P.
pastoris, no qual o nivel de producdo pode ser comparado com os dados obtidos
com glicerol (SREEKRISHNA et al,1997; THORPE et al, 1999). Manitol, alanina e
trealose também sdo citados como fontes de carbono ndo repressoras em outros
estudos (SREEKRISHNA et al, 1997; TORPE et al, 1999; SEARS et al, 1998), mas o
uso do acido latico, n&o ha citagdes.

Inan ; Meagher (2001) utilizaram como fontes de carbono, a alanina, sorbitol e
manitol, cada uma dessas fontes mostrou uma incrivel producdo de [-galactosidase
recombinante comparadas com células crescidas com glicerol ou glicose, bem como
reducdo na concentracdo de metanol requerida para a indugdo da expressao de
proteinas.

Chiruvolu et al (1997) mostraram que altas velocidades de alimentacdo de
glicerol resultam em alta producdo de biomassa, mas decréscimos na atividade da
proteina, devido ao acumulo de etanol como obtida pela linhagem Mut
(CHIRUVOLU et al, 1997). Observa-se que longos periodos de velocidade de
alimentacao causam desequilibrio na célula em termos de energia e aminoacidos
(COS et al, 2006).

Um outro fator importante para que se obtenha sucesso na expressao de
proteina heterdloga, € a fonte de nitrogénio. Para Cos et al (2006) um dos fatores
mais importantes nos meios BSM e FM22 ¢é a fonte de nitrogénio, que € adicionado

na forma de hidroxido de aménio, para controle de pH. Macauley-Patrick et al (2005)
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salienta que o aumento nas concentragbes de aménio no meio de cultivo pode
prolongar a fase lag e assim inibir o crescimento celular, especialmente nas
concentragdes iguais ou acima de 0,6mol/L. Porém, Kobayashi et al (2000)
determinaram que para a produgdo da lipase em Rhizopus orizae, a falta de
nitrogénio estd diretamente relacionada com o aumento da atividade proteolitica e
conseqUéntemente na degradacao das proteinas extracelulares.

Choi ; Park (2006) investigaram que o efeito de diferentes fontes de nitrogénio
(extrato de levedura, peptona, casaminodacidos, extrato de carne, e duas fontes
inorganicas, sulfato de amdénio e uréia), para a producado de a-amilase de pancreas
de rato utilizando P. pastoris reprimiram a expressao e o crescimento da P. pastoris
G2. Esses autores observaram que o extrato de levedura e a peptona foram as
fontes mais apropriadas, principalmente quando utilizadas juntas, produzindo
300U/mL de a-amilase. Eles também observaram que a célula utilizada requer acido
glutdmico, alanina, valina, leucina e tirosina e que a variacdo do pH e a baixa
quantidade de aminoacidos provinda do nitrogénio inorganico proporcionaram um
baixo crescimento celular e baixa expressao da enzima. Outros autores (CHAUHAN
et al, 1999) utilizaram como fonte de nitrogénio, casaminoacidos e alanina para a
producédo do antigeno viral da hepatite B e observaram que a cultura suplementada
foi a que obteve melhores resultados. Ohya et al (2002) verificou que a adi¢cdo de
10% de peptona ou 0,2 mol/L de arginina ao meio de cultura fez com que a atividade
da pro-uriquinase anexina V atingisse a 7,8 kU/mL em 168 horas de cultivo. Segundo
Ohda et al (2000), a adicao de sulfato de aménio foi importante na prevencao da
degradacao da sereprotease da albumina sérica humana secretada pela P. pastoris
durante o seu crescimento.

Outros meios séo utilizados como o BMGY e BMMY por varios autores (SHI
et al, 2003; XIE et al, 2005; CHEN et al, 2004). Esses meios sdo utilizados para
acumulo de biomassa (BMGY) e inducao da proteina (BMMY).

O pH também exerce um importante fator na manutencéo e estabilidade da
proteina heterdlogas expressas por Pichia pastoris, e seu controle é necessario para
minimizar a degradagao proteolitica de proteinas heterélogas (WERTEN et al, 1999;
SCORER et al, 1993). Saelens et al, (1999) observaram que o pH do meio de cultura



28

possui um importante efeito sobre a expressao do virus influenza A (hemaglutinina) e
neste caso, seu melhor rendimento foi obtido a pH 8,0. Para Rosenfeld et al (1996) a
hirudina recombinante, um potente inibidor de trombina foi expresso a pH 5,0.
Segundo Choi ; Park (2006), quando as culturas foram crescidas a pH 6,0, a
atividade da a-amilase permaneceu estavel e altos niveis de expressado da enzima
foram obtidos. Portanto, a proteina que se deseja expressar é dependente do pH do
meio de crescimento da levedura Pichia pastoris.

A temperatura étima de crescimento, para a Pichia pastoris € 30°C e, acima de
32°C é notada uma queda na expressao protéica pela célula. Entretanto alguns
autores utilizam baixas temperaturas na producao de proteinas heterolégas. Li et al
(2001) mostraram que a diminuicdo da temperatura de 30°C para 23°C no
crescimento desta levedura levou a um aumento de trés vezes no teor de proteina.
Jahic et al (2003) afirmam que o uso de baixas temperaturas durante a fase de
inducéo faz decair atividade proteolitica e lise celular.

1.3. Enzima glicerol-3 fosfato desidrogenase

Neste trabalho, a enzima de interesse € a glicerol-3 fosfato desidrogenase
(NAD*: oxidoredutase EC 1.1.1.8), enzima presente no metabolismo de todos os
organismos vivos, ela tem como fungdo catalisar a reducdo da dihidroxicetona
fosfato, intermediario da via glicolitica, & glicerol fosfato de forma reversivel. E uma
das enzimas metabdlicas cujo nivel de atividade intracelular depende do estado
fisiolégico das células. Células em estado de transicdo entre fermentagcédo e
respiragdo ou em fase estacionaria de crescimento mostram niveis altos desta
enzima (ALBERTYN et al, 1994). A glicerol-3-fosfato desidrogenase € uma enzima
bastante instavel frente a estocagem (ALBERTYN et al, 1992), e com atividade
maxima a pH 6,8 e a 51°C frente a dihidroxiacetona como substrato (CAIN et al,
1996). O seu PM é da ordem de 45 kDa. O aumento da temperatura de crescimento
induz um aumento da velocidade do consumo de acucar, provocando um aumento
de acumulo de produtos, tais como glicerol, arabitol e eritritol pelo Saccharomyces
rouxii em meio contendo concentragdes iniciais de glicose em torno de 200 g/L

(ONISHI, 1963). Essa enzima apresenta aplicacdo pratica em diversos sistemas
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acoplados para determinacao quantitativa de triacilglicerol, glicerol, acido fosfatidico
e outros fosfolipidios também podendo ser usada para medir atividades enzimaticas
(glicerol quinase e enzimas similares opcionalmente acopladas a outras enzimas e a
reagentes cromOgenos) em soros sanguineos ou outros materiais biolégicos.

O aumento da temperatura até 37°C, atuou favoravelmente sobre o
rendimento da glicerol fosfato desidrogenase pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. Por outro lado, em concentracdes iniciais de glicose no meio acima de
300 g/L, o aumento da temperatura de 30°C para 40°C provocou uma queda do
rendimento dos produtos para cerca de 37%.

Os estagios do crescimento celular sdo caracterizados por niveis variados de
enzimas (controle genético), forma e tamanho das células. A glicerol-3-fosfato
desidrogenase citoplasmatica (dependente de NAD') é uma das enzimas
metabdlicas cujo nivel de atividade intracelular depende do estado fisiolégico das
células. O estado fisioldégico das células é variavel durante o crescimento de uma
cultura em consequéncia das mudancas da composicdo do meio (limitacbes por
nutrientes, pH e produtos do metabolismo). Culturas em fase exponencial de
crescimento sdo constituidas por uma populacdo heterogénea de células que sao
reguladas através de diferentes sistemas metabdlicos e/ou mecanismos de controle
genético. Células em estado de transicao entre fermentacao e respiragdo ou em fase
estacionaria de crescimento mostram niveis altos desta enzima. A adaptagdo do
Sacharomyces cerevisiae a altas concentracdes salinas resulta na sintese de grande
quantidade de glicerol-3-fosfato desidrogenase, em meio contendo glicose. O nivel
de atividade intracelular desta enzima pode ser um indicador da tolerancia a
situacdes de estresse provocado por fatores adversos: calor, irradiagao ionizante ou
altos teores de agua intracelular (GATTAS, 1997).

Segundo Larsson et al (1993), Saccharomyces cerevisiae responde ao stress
osmotico pela variagdo da concentragao intracelular de glicerol. Células na qual sdo
revestidas com um aumento da osmolaridade externa, aumentam a produgédo e
acumulacéo interna de glicerol em seqiiéncia para recuperar a perca de agua para o
ambiente e reajustar o volume e a turgidez das células. A concentracao intracelular

de glicerol muda na propor¢cdo em que haja mudancas na osmolaridade externa e o
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baixo potencial de agua. Glicerol é sintetizado a partir de diidrixiacetona fosfato em
dois processos. Primeiro a diidroxiacetona fosfato é reduzida por glicerol-3-fosfato
desidrogenase NAD*-dependente a forma de glicerol-3-fosfato e este composto é
desfosforilado a glicerol por uma especifica glicerol-3-fosfatase (G3Pase). Portanto,
as fungbes de (glicerol-3-fosfato desidrogenase no metabolismo abrem uma
ramificacdo entre a seqiiéncia glicolitica e a via de sintese de glicerol (ANDRE et al,
1991).

2. OBJETIVOS

O objetivo primordial deste trabalho foi padronizar metodologia para a indugao
da producdo da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase pela levedura Pichia
pastoris, que foi modificada geneticamente para secretar a enzima extracelularmente
em meio de cultura e estudar algumas estratégias de otimizacdo da producao da
enzima G3PDH.

2.1. Etapas Especificas

a) Escolha do clone que melhor expressa a enzima G3PDH

b) Padronizagdo de metodologias: curva padrao de biomassa; dosagem da atividade
enzimatica;

c) Padronizacao das condi¢cbes operacionais da produgao e concentracdo da enzima
(densidade inicial celular, meio de cultura, concentracdo de metanol no meio de
inducdo, tampao, pH, suplementagdes no meio de inducdo enzimatica, pré-

tratamento celular).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Microorganismo

O microrganismo utilizado foi a levedura Pichia pastoris, modificada
geneticamente para produgdo extracelular da enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase (G3PDH). Utilizou-se o sistema de expressdo EasySelect™
Invitrogen para a producdo da glicerol-3-fosfato desidrogenase de S. cerevisiae. A
seqUéncia codificada para o gene GPD2 foi amplificada a partir do DNA genémico de
S. cerevisiae e clonado no vetor pPICZ-a e integrado artificialmente no genoma de
Pichia pastoris para a produg¢ao extracelular da enzima. Essa levedura foi obtida em

parceria com o grupo do Prof. Dr. Sandro R. Valentini, FCFAR-Unesp.
3.2. Meios de Cultura

Utilizaram-se os seguintes meios:
3.2.1. YPDA

Extrato de levedo 1%
Peptona 2%
Glicose 2%
Agar 2%
Conservaram-se as culturas em meio YPDA, e em geladeira a 4°C, através de
transferéncias, seguidas de crescimento em meio novo (repicagem) a cada

experimento.
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3.2.2. BMGY

O meio BMGY foi usado para crescimento do inéculo, constituido por:

Extrato do levedo 1%

Peptona 2%

Tampao fosfato de potassio pH 6,0 100 mM
YNB 1,34 %

Biotina 4x10°%,

Glicerol 1%

PREPARO DE SOLUCOES ESTOQUES:

Tampao fosfato de potassio 1 M, pH 6: foi adicionado 13,2 mL de KoHPO4 1 M a
86,8 mL de KH,PO4 1M, se necessario, ajustou-se o pH com KOH para pH 6.
Esterilizou-se em autoclave a 120°C, a 1 atm de pressao durante 20 minutos. O
tempo de prateleira € maior que um ano quando conservado a 4°C.

Solucdo de YNB concentrada 10 vezes (10X): dissolveu-se 13,4 g de YNB
(yeast nitrogen base) em 100 mL de agua destilada e esterilizou-se por filtracdo em
membrana Millipore de PVDF (0,22 um). O tempo de prateleira é de

aproximadamente um ano quando conservado a 4°C.

Solucéo de biotina concentrada 500 vezes (500X): dissolveu-se 20 mg de biotina em
100mL de agua destilada e esterilizou-se por filtragdo em membrana da Millipore de
PVDF (0,22 um). O tempo de prateleira € de aproximadamente um ano quando

conservado a 4°C.

PREPARO DO MEIO DE CULTURA: dissolveu-se 10 g de extrato de levedo, 20 g de

peptona em 790mL de agua. Autoclavou-se a 120°C, a 1 atm de pressao durante 20
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minutos. Adicionou-se 100 mL de tampéao fosfato de potassio 100mM pH 6, 100 mL
de YNB 10X, 2 mL de biotina 500X, 10 mL de glicerol concentrado.

3.2.3. BMMY
O meio BMMY foi usado na indug¢éao da producao da enzima que continha:

Extrato do levedo 1%

Peptona 2%

Tampao fosfato de potassio pH 6,0 100 mM
YNB 1,34 %

Metanol 0,5% ou 1%

PREPARO DE SOLUCOES ESTOQUES:
As solucbes de tampao, YNB e biotina foram preparadas como descrito

anteriormente.

Solucdo de metanol concentrada 10 vezes (10X): adicionou-se 10 mL de metanol
em 90 mL de &gua destilada e esterilizou-se por filtragdo em membrana Millipore de
PVDF (0,22 um). O tempo de prateleira é de aproximadamente dois meses quando

conservado a 4°C.

PREPARO DO MEIO DE CULTURA: suspendeu-se 10 g de extrato de levedo, 20 g
de peptona em 700mL de agua. Autoclavou-se a 120°C, a 1 atm de pressao durante
20 minutos.

Adicionar:

100 mL de tampao fosfato de potassio 1M, pH 6

100 mL de YNB 10X.

2 mL de biotina 500X

100 mL de metanol 10X.
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3.2.4. BSM
O meio BSM foi utilizado no crescimento da levedura que continha a seguinte
composigao:
40g de glicerol, 26,7 mL (p/p) H3PO4 85%, 0,93g de CaSO4, 18,2g de KoSOsq,
14,99 de MgSO4.7H20, 4,13g de KOH. Solugado de traco de sais (PTM): 6g de
CuSQq4, 0,08g de KI, 3g de MnSQO4, 0,29 de NaxMoO4, 0,02g de H3zBOs, 0,59 de
CoCly, 20g de ZnCly, 65g de FeS04.7H20, 0,2g de biotina, 5 mL de H2SO4 98% (p/p)

composicao descrita por Xie et al (2005).

PREPARO DO MEIO DE CULTURA: dissolveu-se 40g de glicerol, 26,7 mL (p/p)
HsPO4 85%, 0,93g de CaSOQ4, 18,29 de KSO4, 14,99 de MgSO4.7H-0, 4,13g de
KOH quantidade suficiente de agua, ajustar o pH 5, com NH4OH 28%, completar
para 1 litro e esterilizar em autoclave a 120°C por 15 min. Em temperatura ambiente,
adicionar 4,35 mL de solugao de traco de sais.

PREPARO DA SOLUCAO DE TRACO DE SAIS: Dissolveu-se os sais (p/p), em 1
litro de agua, esterilizou-se por filtracdo e a solugéo foi estacada a 4°C (XIE et al,
2005).

3.3. Crescimento Celular

As células da levedura recombinante Pichia pastoris foram crescidas em meio
BMGY e o seu crescimento quantificado por turbidimetria a 570 nm utilizando-se
faixa de absorbancia de 0,050-0,50. O fator de conversao (F) utilizado foi 0,88431
para a P. pastoris que foi obtido para o espectrofotometro UV-visivel Ultrospec 2100
pro (Amersham Biosciences) do nosso laboratério, e representa a correlacdo entre
valores de massa seca e absorbancia. A formula geral utilizada foi a seguinte:
[mg/ml] = F x AA x diluicao

A massa seca das suspensdes concentradas de células para a linhagem de
levedura P. pastoris (7,21 mg/mL) foi determinada e a partir desta suspenséo

concentrada foi feita diluicées. A figura 2 mostra a curva que relaciona as massas
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secas equivalentes, de cada suspenséo diluida, com as absorbéancias. O valor de F

corresponde ao coeficiente angular desta curva.
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Figura 2 — Curva que relaciona a massa seca (mg células/mL) da Linhagem P.

pastoris com a absorbancia a 570 nm. A regressao linear Y = A + B *X mostrou os

seguintes parametros: A = 2,98189E-6 com desvio de 0.003950, B = 1,13083 com

desvio de 0,01474 e o fator de correlagdo da reta (R = 0,99958). O coeficiente

angular (F = 1/B = 1/1,13083) considerado foi o fator de correlagéo F = 0,88431 com
desvio padrédo (SD) de 0,00564.

3.4. Preparacao das Células de Pichia pastoris para a Inducao da G3PDH

As células foram crescidas em meio YPDA por 24 horas a 30°C, antes de
serem utilizadas como pré-inéculo, em Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de
meio BMGY. Apés a incubagao por 24 horas a 30°C, as células foram conservadas

por uma noite a 4°C, para sedimentacdo da biomassa. O sobrenadante foi
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descartado, e as células concentradas (20-30 mg/mL) foram utilizadas como inéculo,
com diferentes densidades iniciais de célula, em Erlenmeyer de 125 mL contendo
volumes variados de meio BMMY. Os experimentos foram realizados em mesa
agitadora Tecnal (incubadora refrigerada, TE- 421) operando a 120 rpm a 30°C

durante os dias de indugéo.
3.5. Experimentos de Fermentacao

As células foram crescidas, reunidas, utilizadas como pré-inéculos e
fermentadas em fermentador de 5 litros contendo 2 litros de meio conforme descrito
por Xie et al, 2005. Ap6s a incubagdo do meio BSM por 17 horas a 30°C, a
fermentagéo de batelada alimentada foi iniciada com a adigéo de solugéo de glicerol
50% suplementado com tracos de sais a uma velocidade de 12 mL/L, ap6s 24 horas
a 30°C, a fase de inducédo da proteina heterdloga foi realizada com a adicao de
metanol na concentracdo de 5 g/L com fluxo de 0,012 h'. As células foram
descartadas apos centrifugacdo e o sobrenadante utilizado na dosagem da enzima e
proteina. O meio BMGY utilizado na producdo de biomassa celular foi testado na
fermentacdo de batelada alimentada com as mesmas condicdes de inducao

anteriores para posterior analise enzimatica.
3.6. Inducao da Expressao da glicerol-3-fosfato desidrogenase

Os experimentos de inducao foram realizados com o meio controle BMMY nas
seguintes condi¢cdes: em baixa densidade de célula (0,05, 0,1 mg/mL) e alta
densidade de célula (0,2 mg/mL), em diferentes pH (5, 6, 7, 8), natureza do tampéao
ajustado para o pH 5 (tampéao acetato) e pH 6-8 (tampao fosfato de potassio) e foi
preparado com diferentes marcas de peptonas (Biobras diagnésticos (peptona
bacterioldgica), Acumédia Peptone A (peptic digest of animal tissue), Difco (proteose
peptone), Merck (peptona de caseina obtida por digestdo pancreatica), Acumédia
(pancreatic digest gelatin), Peptone G Bacto Peptone). Além disso, este meio foi
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suplementado com a adi¢do de glicerol 1%, sorbitol 1%, caseina (1 e 2%) e glicina
0,4M.

Os experimentos de pré-inducao por estresse osmoético foram realizados com
concentrados de células em meio BMGY por 4 horas a 30°C (item 3.4) utilizando
sais, agucar e poliol, como: NaCl 0,35M; acetato de potassio 0,35M; sacarose 1M e
sorbitol 1M, conforme descrito por Shi et al, 2003 e densidade inicial de células de
5mg/mL para posterior indugdo em meio de BMMY por 2-3 dias a 30°C. Os efeitos
da pré-inducao foram avaliados em funcdo do tempo, onde aliquotas foram
removidas para analise da producdo de biomassa, proteina total e expressédo da
atividade da G3PDH. Um experimento sem a pré-inducdo foi realizado como

controle.

3.7. Ultrafiltracao da Proteina Heterdloga

Dois Erlenmeyers contendo 25 mL de meio foram inoculados como descrito no
item 3.4, reunidos e centrifugados em centrifuga Sorvall Legend RT a 15.000 x g
durante 10 minutos para a separacdo das células. O sobrenadante obtido foi
concentrado na faixa de 63 a 160 vezes, utilizando membranas filtrantes da
CENTRIPLUS® Centrifugal Filter Devices, User Guide MILLIPORE (modelo YM-10
cut-off: 10.000 MW) a 2800 x g por diferentes tempos de centrifugacdo a 17°C até
atingir concentracao desejada para posterior dosagem da enzima e proteina total.

3.8. Liofilizagao da Proteina Recombinante

Dois Erlenmeyers contendo 25 mL de meio foram inoculados como descrito no
item 3.4, reunidos e centrifugados a 15.000 x g durante 10 minutos. O sobrenadante
obtido foi transferido para frascos do liofilizador FR- Drying Digital Unit modelo
modulyod-115, congelado por 24 horas a -20°C e submetidos a liofilizacao. Apds 4
horas de liofilizacdo, as amostras foram suspensas em 1 mL de solugdo tampao Tris-
HCI 0,01M, pH 7,2 e sua atividade quantificada.
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3.9. Obtencao de Extratos da Levedura Pichia pastoris

Células de levedura Pichia pastoris foram crescidas de acordo com o item 3.4,
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos e lavadas com agua destilada gelada por
trés vezes. Apds a lavagem, as células foram ressuspendidas em agua destilada
gelada e a biomassa quantificada a 570nm, em espectrofotobmetro UV-visivel
Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences). Células na concentragédo de 100
mg/mL foram adicionadas em tubos de vidro, de fundo chato com tampa, contendo
1,5 g de pérolas de vidro de 425-600 um (Sigma no. G-8772), 1 mL tampao Tris-HCI
0,01M pH 7,2 e congelados por 24 horas. Apés o congelamento, as células foram
rompidas em vortex por 6 ciclos (teste padronizado em nosso laboratério) com
intervalos de tempo de 30 segundos em banho de gelo para ndao desnaturacao,
depois do rompimento celular o extrato foi centrifugado e o sobrenadante utilizado na

dosagem da enzima e proteina.

3.10. Ensaio de Enzima Aderida a Parede Celular

As células foram crescidas e coletadas conforme item 3.4, apos esta etapa as
células foram lavadas uma Unica vez com agua destilada gelada como tentativa de
remocao de enzima aderida na parede celular seguido de centrifugacao e coleta do
sobrenadante para analise de atividade enzimatica.

3.11. Ensaio da Atividade da glicerol-3 fosfato desidrogenase (G3PDH)

O ensaio utilizado é uma modificagdo do ensaio (WIELAND, 1974) que
baseia-se na conversao enzimatica do glicerol-fosfato em diidroxicetona-fosfato, com
reducdo do NAD" a NADH.

A formacao de NADH foi acompanhada espectrofotometricamente a 340nm, em
espectrofotébmetro UV-visivel Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences).

A atividade da enzima frente ao glicerol-fosfato foi observada mediante aos

seguintes passos:
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1) O espectrofotdmetro foi ajustado a 340 nm e a velocidade da reacao foi ajustada
de 15 em 15 segundos durante um intervalo de 120 segundos.

2) O aparelho foi zerado com o branco substrato, este branco é preparado com todos
os reagentes da reagéo excetuando-se a amostra enzimatica que € substituida por
agua destilada, tendo como objetivo descontar a contribuicdo de cor dada por cada
reagente na reacao final.

3) Iniciou-se o processo com a leitura do branco enzima, preparado com todos os
reagentes excetuando-se o substrato, este branco tem como objetivo descontar da
reacao a contribuicdo de cor dada pela amostra contendo a enzima.

4) Fez-se a leitura da reacao contendo todos os reagentes e a amostra contendo a
enzima. Reagentes utilizados na reacdo: 0,07 mL de NAD* 20mM; 0,9 mL de glicerol
fosfato 50mM; 0,9 mL de tampéo glicina/NaOH 0,1M pH 9,8, contendo hidrato de
hidrazina 0,88M; 0,330 mL de cloreto de calcio 100 mM; 0,7 mL de agua destilada;
0,4 mL de amostra diluida 20 vezes em tampao Tris-NaF10 mM, pH 7,2 totalizando
3,3 mL em cubeta de quartzo.

5) Os valores do branco enzima foram subtraidos dos valores da reacdo contendo a
mostra enzimatica e as diferencas foram utilizadas para a realizacdo dos célculos de

atividade e a obteng&o das curvas de tempo.

UmL= AAXxV xdil
Atxedxv

Onde:

AA= variagéo da absorbancia a 340nm

V = volume do ensaio (mL)

dil = diluigao

At = variagao do tempo (min)

¢ = coeficiente de absortividade molar do NADH (6,22cm? umol™)
d = caminho 6tico (cm)

v = volume de amostra no ensaio (mL)
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A atividade catalitica especifica foi calculada através do quociente da
atividade (U/mL)e pelo conteudo protéico (Cp) (mg/mL), sendo expressa portanto em

U/mg.

PREPARO DE SOLUCOES ESTOQUES:

Solucado tampao de diluicao: foi usado solugado tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,2,
contendo 10mM de NaF. Pesou-se 0,1211g de Tris( hidroximetilamino metano -Inlab)
e 0,042g de NaF( fluoreto de sédio-Merk) adicionou-se 80mL de agua destilada,

ajustou o pH com HCI 6M e completou-se o volume para 100mL.

Solucdo tampao de dosagem: foi usado solugdo tampéao glicina-hidrazina, pH 9,8:
pesou-se 0,759 de glicina (Mallinckrodt GenAR®), adicionou-se 19,3 mL de hidrato
de hidrazina (solucdo 24%, Vetec), ajustou-se o pH para 9,8 com HC|I 6M e

completou-se o volume para 25 mL.

Glicerol fosfato 50 mM: pesou-se 0,65 g de glicerol fosfato (Sigma), dissolveu-se em
40 mL de agua destilada e completou-se o volume para 50mL com agua destilada.

Conservou-se a solugao em geladeira.

Solucdo NAD* 20 mM: pesou-se 0,0265 g de BNAD" (Sigma) e dissolveu-se me 2 mL
de agua destilada.Preparou-se no instante do uso e manteve-se a solu¢gao em banho
de gelo.

Solucédo de cloreto de calcio 100 mM: pesou-se 0,3676g de CaCl, 2H,O (Synth),
dissolveu-se em 15mL de agua destilada e completou-se o volume para 25 mL.

3.12. Determinacao da Proteina Total do Extrato Celular da Levedura
O conteudo protéico (Cp) do extrato celular de levedura foi determinado pelo

método Lowry modificado por LAYNE (1957) tendo soroalbumina bovina como

padrdo e utilizando as seguintes solugoes:
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- Solugdo A: 10mL de carbonato de sodio 20% acrescido de 10mL de
hidroxido de sédio 1M;

- Solucdo B: 1mL de sulfato de cobre 5% acrescido de 1 mL de tartarato de
sodio 10%;

- Solucéo C: solugédo A acrescido de 2mL do solucado B e agua para volume
final de 100mL.

Ensaio:

A seguinte mistura de reacao foi preparada e incubada: 1mL de amostra
diluida e 6mL da solugao C foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente,
adicionou-se 0,58 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluido em agua destilada em
propor¢ao de 1:2) e esperou-se mais 30 minutos para realizarem-se as leituras a
600nm.

Uma curva padrao (Figura 3) foi construida utilizando-se uma solugdo de
soroalbubina bovina de procedéncia Sigma A-4503 (2,5 vezes diluida a partir de uma
solucdo estoque de 0,06% ou 0,6mg/mL). Fracdes da solucdo padrao (0,3mL) foram
armazenadas em congelador (por¢cées de 0,5mL) e ensaiadas em duplicata para
cada ensaio. O branco (Br) da reagao foi obtido substituindo-se a amostra por agua.
O célculo de proteina total expressa em mg proteinas/mL, foram obtidos utilizando-

se a solucéo padrao (0,6mg/mL) e a seguinte férmula:

C_ A% (amostra) - A #%°" (Br) x Dil. x F

A 600nm (padréO) -A 600nm (BI’)

Onde:

A ®"™ (amostra) = absorbancia da amostra;

A 899" (Br) = absorbancia do branco;
A 89" (hadrdo) = absorbancia do padrao;

Dil. = diluig&o;
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F = 0,18: & o fator de conversdo da concentracdo da solu¢do padréo de
soroalbumina (mg/ml) na quantidade de proteina por mililitro de amostra
(concentragao do padrao 0,6mg/mL x 0,3mL de volume utilizado).

A atividade especifica (U/mg) foi considerada como sendo:

Umg - U/ml

mg/ml

Absorbancia 600nm

LN DL DL L DL
o0 02 04 06 08 1,0

Proteina (mg/mL)

Figura 3 — Curva Padrédo da Soroalbubina Bovina. A regresséao linear da curva Y =
A + B * X mostrou os seguintes parametros: A = 0,07687 (intercepta com o eixo Y
contendo desvio sd = 0,0177); B = 0,8346 (quando X = 1 contém desvio sd =
0,0286); R = 0,99532 (fator de correlagéo da reta); SD = 0,02602 (desvio padréo).
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3.13. Experimentos Planejados Utilizando a Matriz Plackett-Burman

Os experimentos foram realizados seguindo orientacdo da Profa. Dra. Suzana
Ferreira-Dias do Instituto Superior de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa -
Portugal, para selecao de variaveis com efeito significativo pela matriz de Plackett-
Burman. As variaveis selecionadas foram concentracdo de metanol (0,5% ou 1%),
glicerol (1% ou zero), densidade de células (0,2 ou 0,05 mg/mL), meio de inducéo,
pH de meio (5 ou 6), tempo de inducao da levedura recombinante (48 ou 192 horas)

e concentracao da proteina (63 ou 120 vezes).



3.14. Fluxograma do Ensaio Otimizado para Producdo de Biomassa
Atividade da G3PDH a Partir do Clone de Pichia pastoris.

Clone selecionado
Crescimento em meio
YPDA - 24 horas

Uma alca de célula
Meio BMGY, pH 6,0,
* 30°C,120 rpm

Repouso em geladeira
24 horas

Sobrenadante
descartado

0,05 mg de célula/mL

Meio BMMY, 1% de metanol, 1%
glicerol, pH 5,0 a 120 rpm e 30°C

[ Determinacio de ]

biomassa final

I Centrifugacao (10 min / 15.000 x g)

v v

Células (descartadas) l Sobrenadante l

Concentrado 120x por 6 horas

. Atividade da
Proteina total G3PDH
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Selecao e Comparacao de Clones

Dos vérios transformantes obtidos, ao menos 10 clones foram submetidos a
indugéo da producao da enzima G3PDH de acordo com o protocolo sugerido pelo
sistema EasySelect™ Invitrogen em material e métodos e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2. Dois clones foram selecionados e comparados quanto ao
crescimento e a atividade da G3PDH durante 10 dias a 30°C. A cada dia foi
adicionado volume de metanol para concentragao final de 0,5% para manutengao da
inducéo e aliquotas foram removidas do meio de cultura para anélise da produgéo da
proteina recombinante e biomassa. Dois clones selecionados que apresentaram
maior atividade especifica foram comparados nas Figuras 4 e 5, o clone selecionado
foi o que apresentou maior produgdo de biomassa (Figura 4) e atividade enzimatica
(Figura 5) no menor tempo de inducéao (4 dias).

Tabela 2 — Ensaio enzimético da atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase
excretada extracelularmente pelos clones *.

Clones Proteina total Atividade

(mg/mL) U/mL U/mgx 10~
1 16,69+ 0,17 0,065 + 0,00 3,89+ 0,48
2 15,06 £ 0,23 0,087 = 0,01 5,78 £ 0,07
3 15,44 +£ 0,23 0,130 £ 0,04 8,42 + 0,91
4 16,33 £ 0,45 0,101 £ 0,05 6,18 £ 0,31
5 14,27 £ 0,17 0,039 + 0,00 2,73+0,14
6 13,10 £ 0,05 0,043 £ 0,02 3,28 £0,15
7 14,61 + 0,24 0,143+£0,0 9,8 +0,0
8 14,30 £ 0,29 0,159 +£0,0 11,1 +0,0
9 15,02 + 0,33 0,159 +£0,0 10,6 +0,0
10 15,43 + 0,25 0,04 £0,0 2,6 0,0

# Condigdes: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL e

dois dias de indugao.
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Figura 4 — Producdo de biomassa em funcdo do tempo de crescimento e inducéo
para os clones selecionados.

Condigdes de cultivo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05
mg/mL e dez dias de indugéo.
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Figura 5 — Atividade da enzima glicerol fosfato desidrogenase em fungéo do tempo

de crescimento e inducao pelos clones selecionados.
Condig¢bes de cultivo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05
mg/mL e dez dias de indugéo

4.2. Atividade Enzimatica em Células de Pichia pastoris

Microrganismos sdo fontes significativa de enzimas. A maioria das enzimas
usadas comercialmente sdo extracelulares, e a primeira etapa no seu isolamento é a
separacdo das células da solugcdo. Para enzimas intracelulares, o primeiro passo
envolve a ruptura das células (GERHARTZ, 1990). IniUmeras técnicas sao usadas
para a extracdo de enzimas de células e tém como principal objetivo a obtencao da
enzima com maxima atividade catalitica. Células microbianas podem ser rompidas,
por exemplo, por trituragdo com areia ou homogeneizagdo com esferas de vidro, que
envolve a agitacdo de uma suspensdo de células com pequenas esferas de vidro.
Apés o procedimento as esferas de vidro sdo removidas por filtracdo em varias

camadas de gaze ou, por centrifugacdo (CAMARGO, 2007). Assim, as células do



48

clone selecionado de Pichia pastoris foram crescidas e utilizado conforme descrito
em material e métodos para obtencdo do extrato celular (item 3.9) e andlise de
atividade enzimdtica aderida a parede celular (item 3.10). A atividade da G3PDH foi
muito baixa (0,030 U/mL) como observado na Tabela 3 para o extrato de células
quando comparado com o obtido no meio de cultura (controle). Em relacdo a
atividade enzimatica aderida a parede celular nenhuma atividade da G3PDH foi
observada (dados ndo mostrados). Assim, os resultados de atividade da G3PDH
ligada a parede celular ndo foram considerados, uma vez que nao foram

significativos.

Tabela 3 — Efeito da metodologia de rompimento celular em células de Pichia
pastoris, para obteng¢ao da enzima G3PDH.

Biomassa Atividade

mg/mL U/mL
Controle 17,43 + 0,28 0,159 +0,0
Extrato celular 17,43 £ 0,28 0,030 +£0,0

4.3. Selecao de Meio para Crescimento da Levedura Recombinante
4.3.1. Meio BSM

Segundo COS et al (2006) um dos meios de cultivo mais indicados para a alta
densidade de célula da levedura metilotréfica Pichia pastoris, € o meio BSM. Pichia
pastoris pode atingir altas densidades celulares de até 130 g células secas/L em
meio BSM. Assim, Xie et al (2005) obteve uma producéo de angiostatina neste meio
de cultura de 108 mg/mL quando glicerol foi adicionado, utilizando o sistema de
expressao Pichia pastoris. Em ensaios de baixa densidade de célula os niveis de
expressao de angiostatina foram diferentes para diferentes fontes de carbono (XIE et
al, 2005). Com base nestas literaturas, experimentos foram realizados utilizando este

meio e os resultados estdo apresentados nas Figuras 6 e 7. Os resultados obtidos
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nao foram os esperados, sem crescimento da levedura provavelmente por problemas
no preparo do meio, tais como, precipitacado e turvagdo, como ja relatado por Zhang
et al, 2006, pois 0 meio BSM contém sais de cations bivalentes e trivalentes que
precipitam a pH acima de 5,5, além de precipitacdo de proteinas no momento do
ensaio (Figura 7 com 2 dias de inducédo). Apesar das dificuldades apresentadas
decidimos testa-lo em fermentagcdo, mas tal realizagdo somente foi possivel na
Unesp em Rio Claro, onde gentilmente o Prof. Dr. Jonas Contiero nos auxiliou no
experimento. As dificuldades encontradas anteriormente também se apresentaram
aqui, com isso, optamos por testar o meio BMGY que nao apresentava tais

problemas.
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Figura 6 — Producédo de biomassa em fungdo do tempo de crescimento e indugéo
utilizando o meio BSM.
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Figura 7 — Atividade da enzima glicerol fosfato desidrogenase em funcao do tempo
de crescimento e inducao utilizando o meio BSM.

4.3.2. Meio BMGY

Segundo o manual EasySelect™ Invitrogem, o meio BMGY ¢ utilizado no
crescimento de Pichia pastoris o qual neste caso, foi testado em experimentos de
fermentagdo com o objetivo de aumentar o rendimento de biomassa e utilizar essa
massa de célula na indugdo da proteina. Apesar de altos rendimentos obtidos de
biomassa de 60g/L, a expressao extracelular da proteina nao foi observada (sem
atividade de G3PDH), por isso, focamos nossa atengédo na padronizagao do meio de
indugao da proteina e fixamos como meio de crescimento o meio BMGY.
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4.4. Padronizacao das Condicoes de Inducao e Concentracao da Enzima
Recombinante

4.4.1. Efeito do Tamanho do Inéculo

De acordo com Daly ; Hearn (2005) e Barr et al (1992) para conseguir alta
producdo de proteina recombinante, € necessario considerar varios fatores, além do
meio de cultura (pH, temperatura, etc). A produgcdo de enzima em pequenos frascos
costuma ser menor do que em fermentadores (producdo em larga escala), sendo
assim, Barr et al (1992) desenvolveu condi¢cdes de expressao muito semelhantes
utilizadas em fermentadores, s6 que em pequenos frascos, utilizando uma alta
densidade celular inicial (tamanho do inéculo). Assim, curvas de tempo de biomassa
e atividade de glicerol 3-fosfato desidrogenase foram obtidas, variando as
densidades iniciais de célula (tamanho do inéculo) de 0,05, 0,1 e 0,2 mg/mL e os
resultados estdo representados nas Figuras 8 e 9. Optamos pela concentragao inicial
de célula de 0,05 mg/mL como sendo a ideal, pois apesar de de ndo haver
diferencas significativas em 24 horas para os diferentes inéculos, na produgcédo de
proteina o inoculo com densidade inicial de 0,05 mg/mL é superior com 24 horas de

cultivo.
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Figura 8 — Producado de biomassa em funcdo da densidade inicial de células da

levedura P. pastoris.
Condicdes de cultivo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, 120 horas de indugéo.
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Figura 9 — Atividade da enzima glicerol fosfato desidrogenase em fungdo da
densidade inicial de células da levedura P. pastoris.
Condicdes de cultivo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, 120 horas de indug&o.

4.4.2. Efeito da Concentracao de Metanol no Meio BMMY

Normalmente, a concentracao de metanol no meio de cultura para indugao de
proteinas recombinantes varia de 0,5 -1,0% (v/v) usando o sistema Pichia pastoris.
Mas, ha variagbes na concentracdo de metanol, de 0,15 a 1,0% (v/v) como foi
utilizado para a elevacao dos niveis de expressao da B-2-glicoproteina | dominio V
(DALY ; HEARN, 2005). Por isso, concentracbes de 0,5% e 1% no meio de cultura
foram testadas e apds 4 dias de crescimento e indugcdo, os dados obtidos estdo
expressos nas Figuras 10 e 11. Diferengas nao significativas foram obtidas na
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atividade enzimatica e na producdao de biomassa, assim, optamos por utilizar a
concentragéo de 0,5% de metanol no meio BMMY nos proximos experimentos.

»
] ]

Biomassa (mg/mL)
i~

N
|

0,5% 1%
Concentracao de Metanol

Figura 10 — Producao de biomassa analisada apos 4 dias de crescimento e indugcéao
em funcéo da concentracdao de metanol no meio BMMY.

Condigdes de cultivo: meio BMMY, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL e quatro dias de
indugao.
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Figura 11 — Atividade da G3PDH apéds 4 dias de crescimento e indugao em funcao
da concentragdo de metanol no meio BMMY.

Condicdes de cultivo: meio BMMY, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL e quatro dias de
indugao.

4.4.3. Efeito da natureza do tampao no meio BMMY

De acordo com a literatura, o pH de melhor expressdo para diferentes
enzimas pode variar (CREGG et al,1993), por isso, experimentos foram realizados
utilizando o meio BMMY contendo tampéao fosfato de potassio (controle) e tampéao
citrato a pH 6,0 para determinar a natureza do tampao que melhor induzisse a
enzima G3PDH. Os dados de producao de biomassa e atividade estdo apresentados
na Tabela 4. Em relagdo ao acumulo de biomassa, inicialmente os dois tampdes

foram iguais, mas com o decorrer do tempo, o tampao fosfato mostrou-se melhor em
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atividade enzimatica e biomassa, assim, o tampéao fosfato foi considerado como ideal

para 0s proximos experimentos.

Tabela 4 — Producdo de biomassa e ensaio da atividade da G3PDH secretada
extracelularmente pela levedura na presenca de diferentes tampoes®.

Biomassa (mg/mL) Atividade (U/mL)
Tampao 24h 48h 72h 24h 48h
Fosfato 1,49 4,64 6,59 0,111 0,151

Citrato 1,57 3,50 4,28 0,079 0,015

* Condigdo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL.

4.4.4. Efeito da suplementacao do meio

De acordo com os estudos da literatura a suplementagdo do meio com outros
substratos diferentes do metanol, contribuem com o maior crescimento da levedura
Pichia pastoris, podendo ser relevante para a atividade da enzima que se deseja
expressar (JUNGO et al, 2007; ZHANG et al, 2000; KATAKURA et al, 1998; ZHANG
et al, 2003). Alguns estudos demonstraram que o glicerol é um dos melhores co-
substratos utilizados com a finalidade de melhorar a produtividade da levedura
(THORPE et al, 1999; CREGG et al, 1993; LOEWEN et al, 1997; MCGREW et al,
1997). Alguns autores apontam que o uso de outras fontes de carbono, além do
glicerol, por exemplo, o sorbitol € uma fonte de carbono adicional interessante
(SREEKRISHNA et al, 1997; THORPE et al, 1999; BOZE et al, 2001; INAN ;
MEAGHER, 2001; XIE et al, 2005), pois o acumulo de sorbitol durante a fase de
inducdo nao afeta os niveis de expressdo de proteina recombinante. Portanto, o
controle de residuos da concentracao de sorbitol durante a fase de inducao é menos
critica que misturas com glicerol e metanol (JUNGO et al, 2007). Assim, decidimos
utilizar glicerol e sorbitol como suplemento do meio na concentracdo de 1% e 0s
resultados quanto ao crescimento e producao da enzima G3PDH apéds 4 dias estao
apresentados nas Figuras 12 e 13. Em relacdo ao acumulo de biomassa, o meio

suplementado com sorbitol apresentou maior biomassa, quanto a atividade
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enzimatica. Da forma que foram conduzidos os experimentos, os dois suplementos
ndo apresentaram diferengas significativas, assim optamos por continuar trabalhando
com 0 meio controle sem suplementacdo os dois suplementos ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao meio BMMY (dados anteriores), portanto
optamos por trabalhar com o meio controle sem suplementagao.

12
10
6.
4_-
2.
0 . .
1 2 3

Fontes de Carbono

Biomassa (mg/mL)
oo

Figura 12 — Acumulo de Biomassa apds 4 dias de crescimento em meio BMMY
controle (1) com 1% de Sorbitol (2) e com 1% de Glicerol (3).

Condicdes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL
e quatro dias de inducao.
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Figura 13 — Producdo de G3PDH apo6s 4 dias de crescimento em meio BMMY
controle (1), com 1% de Sorbitol (1) e com 1% de Glicerol (2).

Condigboes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL
e quatro dias de indugéo.

4.4.5. Efeito da concentracao do meio de cultura fermentado

Com o objetivo de aumentar a atividade da G3PDH, o meio de cultura foi
concentrado atravées de membranas filtrantes, conforme descrito em material e
métodos, e o concentrado obtido utilizado na dosagem analitica da G3PDH. De
acordo com os resultados da Figura 14, o meio concentrado 120 vezes aumentou a
atividade em 3 vezes, valores maiores e significativos, quando comparado com a
dosagem que utiliza o meio de cultura sem concentrar (Figura 5), portanto, estamos
utilizando esta técnica para melhor quantificar os efeitos na atividade da G3PDH.
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Figura 14 — Curva de atividade da G3PDH apés 4 dias de crescimento e indugdo em
funcéo da concentracdo do meio de cultura fermentado.

Condicdes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL
e quatro dias de indugéo.

4.4.6. Efeito de diferentes peptonas

Diferentes quantidades dos elementos N, P, K, Mg, Ca e S nas formulacées
dos meios sdo citados em estudos de indugéo de proteinas heterélogas (D’ANJOU ;
DAUGULIS, 2000; INVITROGEN, 2000; STRATTON et al,1998). Um dos mais
importantes pontos da formulacao do meio € a fonte de nitrogénio. O nitrogénio € um
elemento essencial encontrado em quase todas as macromoléculas dos organismos
vivos. Em fermentadores quando mistura-se 20g/L de peptona e 20g/L de extrato de
levedura, a atividade da a-amilase atinge 300 U/mL (CHOI ; PARK, 2006). Assim,
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com base nestas informacgOes, testamos diferentes marcas de peptonas no meio
controle de inducdo (BMMY) e os dados estao expressos na Tabela 5. A peptona A
da Acumédia foi a melhor quanto ao acumulo de biomassa e atividade especifica de
G3PDH e utilizada nos proximos experimentos.

Tabela 5 — Producdo de biomassa e ensaio da atividade da G3PDH secretada
extracelularmente pela levedura na presenga de diferentes peptonas adicionadas no
meio de cultura

Atividade

Peptonas Biomassa mg/mL U/mL U/mg x 10°
Biobras 13,75+ 0,46 0 0

Difco 13,79+ 0,07 0,477 £0,2 11,22 +0,004

Merck 11,81+ 0,25 0,60 + 0,08 31,48 + 0,004
Acumédia (Peptone G) 12,60+ 1,5 0 0

Acumédia (Peptone A) 16,67+ 0,72 0,58 £ 0,11 38,36 + 0,007
Bacto Peptone 14,62+ 0,3 0 0

Condigoes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL e
quatro dias de indugéo.

4.4.7. Efeito do pH do meio de cultura

Segundo Cregg et al (1993), o melhor pH do meio de cultura para P. pastoris
para expressao de proteinas recombinantes, pode variar na faixa de pH de 3 a 7.
Com base nestes dados, realizamos experimentos na faixa de pH 4,0 a 8,0, mas
meios com pH de 7,0 e 8,0 ndo foram serem realizados, pois apresentaram turvagao.
Os dados de producdo possiveis de biomassa e atividade da G3PDH estdo
apresentados na Tabela 6. Observa-se, que o pH 6,0 foi o melhor e que coincide
com os protocolos sugeridos EasySelect™ (Invitrogen), onde este meio é mais

indicado na inducao da expressao de proteinas heterélogas.
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Tabela 6 — Producao de biomassa e ensaio da atividade da G3PDH secretada
extracelularmente pela levedura na presenga de diferentes pH no meio de cultura

Atividade
] Proteina 3
pH Biomassa (mg/mL) (U/mL) U/mg x 10
(mg/mL)
4,0 14,27 £ 0,55 - 0,0 -
5,0 12,48 £ 0,88 14,68 + 0,24 0,318 £0,0 21,704
6,0 16,81 £ 0,08 17,27 £ 0,41 0,43 +£0,0 24,67+ 0,5

Condicdes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05mg/mL
e quatro dias de indugao.

4.4.8. Efeito da adicao de sulfato de aménio

As leveduras podem utilizar uma ampla variedade de compostos nitrogenados
e dentre estes estdo o ion aménio, aminoacidos e peptideos. A adigcdo do nitrogénio
esta diretamente relacionada com o aumento da atividade proteolitica, e como
controle do pH e reducédo da fase lag do crescimento (YANG et al, 2004). Entretanto,
nem todas as fontes de nitrogénio propiciam crescimento igualmente eficiente: a
glutamina juntamente com o glutamato, o0 aménio e a asparagina sao considerados
fontes primarias de nitrogénio, e por isso utilizadas preferencialmente como fontes de
nitrogénio. Quando estas fontes primarias estédo limitadas ou proximas a exaustéo,
um organismo pode expressar, seletivamente, genes cujos produtos capacitam-nos a
utilizar muitas outras fontes de nitrogénio secundérias, incluindo nitrito, nitrato,
purinas, acidos nucléicos, proteinas e também aminoacidos (CRUZ, 2002). Assim,
realizamos ensaios com culturas crescidas em meio BMMY com adicao de 1% de
(NH4)SO4 e variamos o pH na faixa de 4 - 8. Os dados estdo apresentados nas
Figuras 15 e 16, observa-se que a atividade proteolitica aumenta, drasticamente, nos
extremos de pH do meio de cultura com a adicdo de sulfato de aménio, e que nao
houve melhorias na producédo enzimatica com a adicdo de sulfato de amdnio, sendo
o pH 6,0 o melhor para o crescimento e com diferencas ndo significativas para a
inducdo que é o sugerido também pela EasySelect™ (Invitrogen), e que foi utilizado
nos proximos experimentos.
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Figura 15 — Efeito do pH do meio BMMY contendo 1% de (NH4)SO4 sobre a

produgédo de biomassa.
Condicdes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05 mg/mL
e quatro dias de inducao.
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Figura 16 — Efeito do pH do meio BMMY contendo 1% de (NH4)SO4 sobre a
atividade de G3PDH.

Condigdes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 0,05
mg/mL e quatro dias de indugéo.

4.4.9. Efeito de outras suplementacoes do meio

Caseinas pertencem a um grupo heterogéneo de fosfoproteinas, encontradas
como micelas coloidais, no leite bovino, constituindo cerca de 76% a 86% no mesmo.
Podem ser isoladas por meios quimicos e fisicos (LOURENCO, 2000).

Glicina (do grego glykos, “doce”, nome devido ao seu sabor adocicado), é um
aminoacido encontrado nas proteinas dos seres vivos e serve também como
precursor de diversas espécies quimicas, como porfirinas, purinas, etc. (NELSON ;
COX, 2002).



64

Estudos de efeito da suplementagdo do meio de inducéo foram realizados por
Hu et al (2006) e Riedstra et al (2007) utilizando a adicao de 2% casaminoacidos em
meio BMMY para producdo de anticorpo de cadeia simples (scFv) em Pichia
pastoris, que aumentou cerca de 1,5 vezes, enquanto que a utilizacdo de 0,4M de
glicina no meio BMMY mostrou reducéao significativa do anticorpo (RIEDSTRA et al,
2007). A fim de aumentar a producao enzimatica, testamos a adigao de glicina 0,4M
e caseina 1 e 2% ao meio BMMY .

Nossos resultados (Tabela 7) mostraram que ndo houve aumento da sintese
da G3PDH pela levedura, com a adi¢ao de glicina 0,4M e caseina 1% € 2% em meio

BMMY em relagc&o ao controle (sem suplementacéo).

Tabela 7 — Efeito de adicao de suplemento ao meio BMMY utilizando glicina 0,4M e
caseina 1% e 2%.

Atividade
Meio Biomassa mg/mL U/mL U/mg x 10
BMMY controle 18,69 + 0,16 0,8745 + 0,08 8,92 + 0,04
BMMY + Glicina 0,4M 15,08 + 0,02 0,834 £ 0,2 4,88 10,06
BMMY + Caseina 1% 12,85 £ 0,76 0,398 £ 0,016 5,75+ 0,05
BMMY + Caseina 2% 15,58 + 0,44 0,398 = 0,02 5,66 + 0,09

Condicdes de cultivo: meio BMMY com 0,5% de metanol,mais complemento, densidade inicial de
células de 0,05 mg/mL e quatro dias de indugao.

4.4.10. Efeito da pré-inducao celular por estresse osmotico

Células de leveduras podem responder e se adaptar ao estresse osmético. O
acumulo de glicerol é um mecanismo que permite que as células ndo percam agua
para 0 ambiente, permanecendo com seu tamanho natural para que continuem a
viver (ALONSOMONGE et al, 2001).

O glicerol é produzido a partir da reducao de intermediarios da via glicolitica,
como diidroxiacetona fosfato a glicerol-3 fosfato (G3P), seguido pela desfosforilagao
deste, a glicerol. O primeiro passo € catalizado por glicerol-3 fosfato desidrogenase
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NAD-dependente. Alta expressdo desta enzima, de Saccharomyces cerevisiae
obtida em meio de crescimento com alta osmolaridade, isto €, induzido por estress e
hiperosmoético (PALMAN et al, 2001). Bruinemberg (1985) verificou que células
Debaryomyces hansenii apresentavam altos niveis de glicerol-3-fosfato
desidrogenase em meio contendo glicose e NaCl 8%.

Riedstra et al (2007) realizaram experimentos de pré-inducédo de estresse
osmotico em células de Pichia pastoris, complementando o meio BMGY com 0,35M
de NaCl ou sacarose a 1M e observaram aumento significante na producao de anti-
corpo de cadeia simples (scFv).

Em nossos experimentos realizamos o pré-tratamento de estresse osmatico
celular com NaCl 0,35M (Tabela 10) ou Sacarose 1M (Tabela 11) ou Sorbitol 1M
(Tabela 12) ou Acetato de Potassio 0,35M (Tabela 13) em meio BMGY,com 4 horas
de pré-inducao osmdética. O controle foi feito, sem pré-tratamento de estresse
osmotico e com densidade inicial de célula de 5 mg/mL (Tabela 9). A Tabela 9
mostra os resultados de biomassa e atividade da G3PDH em amostras obtidas
diretamente do meio fermentado, sem concentracdo (controle da pré-inducao). Este
experimento foi realizado com adi¢do de 0,35M de NaCl em meio BMGY inoculado
com 5 mg/mL de células.

Analisando os resultados apresentados abaixo, observa-se que o experimento
com pré-tratamento de NaCl 0,35M, em 24 horas chegou a uma atividade de 0,477
U/mL e atividade especifica de 30,9 x 10° U/mg (Tabela 10) . Em relacdo ao
acumulo de biomassa, o pré-tratamento com sorbitol com 72 horas de inducgao,
chegou a 27,85 mg/mL de células (Tabela 12).
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Tabela 8 —Determinagédo de biomassa final e atividade de G3PDH em meio BMMY
(experimento controle)?.

Atividade
Tempo (h) Biomassa mg/mL U/mL U/mg x 10°
12 12,37 £ 0,03 0,143+ 0,016 10,13 £ 0,23
24 12,36 £ 0,38 0,159 +0,00 11,1£0,0
48 16,67 + 0,05 0,398 £ 0,08 26,3 + 0,36
72 18,83 £ 0,35 0,182 0,00 10,5+ 0,02

? Condicao de inducdo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 5
mg/mL e concentracdo de meio.

Tabela 9 — Resultados da determinacédo de atividade da G3PDH a partir de células
de Pichia pastoris submetidas ao tratamento com 0,35M de NaCl em meio BMGY?.

Atividade
Tempo (h) U/mL U/mg x 107
2 0,148 £ 0,01 10,3+ 0,0
5 0,143 £ 0,02 10,6 £ 0,1
24 0,111 £ 0,01 11,1 £ 0,09
48 0,159 £ 0,00 12,3+ 0,09

? Condicéo de pré-inducdo: células crescidas em meio BMGY contendo 0,35M de NaCl; condicédo de
indugéo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 5 mg/mL e meio sem
concentrar.
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Tabela 10 — Determinagdo de biomassa final e atividade de G3PDH a partir de
células de Pichia pastoris submetidas ao tratamento com BMGY + NaCl 0,35M?.

Atividade
Tempo (h) Biomassa mg/mL U/mL U/mg x 10°
12 10,82+ 0,18 0 -
24 14,05 £ 0,26 0,477 +0,0 30,9 £ 0,01
48 17,79 £ 0,09 0,215+ 0,09 13,2+ 0,04
72 19,98 + 0,09 0,143 £ 0,02 9,5+0,07

2 condicdo de pré-inducéo: células crescidas em meio BMGY contendo 0,35M de NaCl; condicdo de
inducdo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 5 mg/mL e meio
concentrado.

Tabela 11 — Determinagédo de biomassa final e atividade de G3PDH a partir de
células de Pichia pastoris submetidas ao tratamento com BMGY + Sacarose 1M?.

Atividade
Tempo (h) Biomassa mg/mL U/mL U/mg x 10°
24 15,47 £ 0,35 0,318 £ 0,0 22,6+0,4
48 17,59 £ 1,06 0,151 £ 0,008 10,47 + 0,06

? condicéo de pré-indugéo: células crescidas em meio BMGY contendo 0,35M de NaCl; condicédo de
indugédo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 5 mg/mL e meio
concentrado.

Tabela 12 — Determinagdo de biomassa final e atividade de G3PDH a partir de
células de Pichia pastoris submetidas ao tratamento com BMGY + Sorbitol 1M?.

Atividade
Tempo (h) Biomassa mg/mL U/mL U/mg x 10°
24 18,78 £ 0,13 0,339 £ 0,09 23,50 £ 0,1
48 22,73+ 0,79 0,159 + 0,02 11,0 £ 0,1
72 27,85+ 0,175 0 0

? condicdo de pré-inducdo: células crescidas em meio BMGY contendo sorbitol 1M; condicdo de
inducdo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 5 mg/mL e meio
concentrado.
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Tabela 13 — Determinagdo de biomassa final e atividade de G3PDH a partir de
células de Pichia pastoris submetidas ao tratamento com BMGY+ Acetato de
Potassio 0,35M°.

Atividade
Tempo (h) Biomassa mg/mL U/mL U/mg x 10
24 15,91 £ 0,35 0 0
48 18,79+ 1,28 0,179 £ 0,02 12,41+ 0,07

a condicao de pré-inducao: células crescidas em meio BMGY contendo acetato de potassio 0,35M;
condigcdo de indugdo: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de células de 5
mg/mL e meio concentrado.

4.4.11. Efeito da liofilizacao

A liofilizacgdo é um processo que permite a desidratacdo em baixas
temperaturas de produtos sensiveis ao calor, tais como principios ativos de
farmacos, microrganismos, alimentos e enzimas. Neste processo, a 4gua do material
€ retirada por sublimacédo, passando de sélida a gas com a utilizacdo de baixissima
temperatura e vacuo. O material permanece congelado até estar completamente
seco e, portanto, elimina-se o encolhimento e a migracdo dos constituintes
dissolvidos, ou seja, o processo retéem a forma original do material. Modificagcdes
fisico-quimicas s&o inibidas, minimizando a perda de constituintes volateis ou a
perda de atividade biolégica ou outra atividade na preservagdo da estrutura
molecular (PITOMBO, 2005). Apds o processo, o produto pode ser armazenado em
temperatura ambiente, e para posterior utilizacdo pode ser reconstituida de forma
rapida e facil. Por n&o utilizar o calor, a liofilizagéo tende a danificar menos o produto
a ser desidratado, fazendo com que cor, sabor, atividade, permanegam praticamente
inalterados neste processo.

Na tentativa de otimizar o processo de produgcdo da G3PDH, utilizamos o
processo de liofilizagdo para concentrar a enzima. Neste ensaio, ap6s o cultivo da
levedura e inducdo da G3PDH em meio BMMY as células foram separadas por
centrifugacdo e o sobrenadante, foi liofilizado e suspendido em tampéo Tris-HCI
0,01M, pH 7,2 para posterior dosagem de atividade da G3PDH. O experimento
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controle, onde o sobrenadante do meio foi concentrado 120x em membrana filtrante
foi realizado para comparacdo. Na Tabela 14 apresentam-se os resultados de
biomassa, atividade e atividade especifica da G3PDH, evidenciando que a técnica
de liofilizagao reduziu a atividade especifica da ordem de 3,7 vezes, pelo fato de ter
concentrado os interferentes.

Tabela 14 — Efeito da liofilizagcdo no sobrenadante do meio de cultivo de Pichia
pastoris contendo a enzima glicerol-3 fosfato desidrogenase.

Atividade
Amostras Biomassa Proteina
(mg/mL) (mg/mL) U/mL U/mg x 10
Controle 15,52 + 0,04 15,0+ 0,2 0,60 £ 0,07 40,00 + 0,05
Liofilizado 15,84 +0,09 122,0+0,5 1,33+0,07 10,90 + 0,03

4.5. Selecao de variaveis significativas na inducao da expressao da enzima

Seguindo orientagdo da Profa. Dra. Suzana Ferreira-Dias do Instituto Superior
de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa — Portugal, a partir da analise dos
experimentos realizados, foram aplicados na matriz de Plackett-Burman para a
determinagéo de variaveis com efeito significativo. A Tabela 15 mostra as diferentes
combinacdes das variaveis dos ensaios de crescimento e indu¢ao para producao da
G3PDH e seus efeitos sobre a biomassa final, proteina total e atividade enzimatica.
As variaveis selecionadas foram: (metanol (MeOH), glicerol (Gli), tamanho de
inoculo, concentracdo da amostra (numero de vezes), pH do meio, tempo de indugéo
e cultivo (h). De acordo com os dados obtidos podemos observar no experimento 1
alto valor de atividade da G3PDH com 192 horas e no experimento 8, apesar de nao
apresentar atividade, alto acumulo de biomassa. A combinacdo de varidveis
mostrada no experimento 4 levou ao maior acumulo de biomassa e sintese da
G3PDH em menor tempo de indugdo com metanol e glicerol (48 horas), conforme
tabela abaixo.
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Tabela 15 — Producéo de biomassa e atividade da G3PDH em fung¢ao das variaveis

selecionadas.
MeOH Gli Inéculo Conc Tempo Biomassa Atividade

Exp (%) (%) (mg/mL) vezes pH (horas) (mg/mL) (U/mL) U/mg x 10°
1 0,5 0 0,05 120 6 192 22,47 +0,47 0917x0,12 55,5+0,9
2 1 0 0,05 63 5 192  1595+0,25 0,265+0,05 16,21 £0,03
3 0,5 1 0,05 63 6 48 19,08 £ 0,23 0,0 nd
4 1 1 0,05 120 5 48 17,75+ 0,00 0,795+0,16 44,49 +2,49
5 0,5 0 0,2 120 5 48 12,87 £0,08 0,312+0,09 25,77+0,4
6 1 0 0,2 63 6 48 11,88+0,36 0,371 £ 0,08 24,5+ 0,05
7 0,5 1 0,2 63 5 192 21,10+ 0,50 0,0 nd
8 1 1 0,2 120 6 192 24,33 £ 0,07 0,0 nd

5. CONCLUSOES

Este trabalho representa um estado inicial sobre a producdo extracelular da
enzima glicerol-3 fosfato desidrogenase em Pichia pastoris.
Os resultados obtidos permitiram concluir que:

e Apoés analises de diversos clones, foi escolhido o clone que apresentou uma maior
atividade da G3PDH e alta producao de biomassa.

e A concentracdo inicial de célula ideal foi de 0,05 mg/mL, pois a producdo de
enzima em 24 horas de cultivo com essa densidade celular foi superior aos demais
inéculos.

e O tampéao fosfato mostrou-se melhor em atividade enzimdtica e na produgéo de
biomassa, sendo considerado como ideal para os experimentos.

e O meio de crescimento celular BMGY mostrou-se mais eficaz que o BSM.

e O meio de cultura BMMY mostrou-se eficaz na producao enzimatica.

e Em relagdo ao efeito de suplementacdo do meio BMMY com 1% de sorbitol ou

glicerol, quanto a atividade enzimatica, os dois suplementos ndo apresentaram
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diferencas significativas em relacao ao meio BMMY sem suplementagéo, portanto
escolhemos trabalhar com o meio BMMY sem suplementagéo.

e A estratégia de concentragdo de meio de cultura fermentado com membranas
filtrantes apresentou valores mais significativos, sendo que apds 4 dias de cultivo
da levedura e indugdo enzimatica, concentrado 120 vezes, foram os melhores
resultados.

e A peptona A da marca Acumédia apresentou melhores resultados na produgao
enzimatica e de acumulo de biomassa.

¢ O pH 6,0 foi o melhor na produgcdo enzimatica, coincidindo com os protocolos
sugeridos EasySelect™ (Invitrogen), onde é o mais indicado para essas finalidades
acima citados.

e Nao houve melhorias na producao enzimatica, com a adicao de sulfato de aménio
em meio de cultura com variagao de pH, sendo o melhor pH de indugéo o pH 6,0
sugerido pela EasySelect (Invitrogen).

e O pré-tratamento celular com NaCl, sacarose e sorbitol, ativa a indugao da sintese
da G3PDH apds 24 horas deste tratamento.

e O acumulo de biomassa final foi maximo no meio BMGY acrescido de 1M de
sorbitol, ap6s 72 horas de crescimento a 30°C, porém com atividade nula da
G3PDH.

e A concentragdo do sobrenadante foi 3,66 vezes mais eficiente em atividade
especifica da enzima, quando realizado através de membrana filtrante do que pela
liofilizagao.

e A melhor combinacdo de variaveis otimizada, para a producdo de biomassa e
atividade da G3PDH, em um experimento por 48 horas de indugdo com metanol,
foram as seguintes:

Adicao de 1% de metanol no meio
Adicao de 1% de glicerol no meio
Tamanho de inéculo de 0,05 mg/mL
pH do meio igual a 5,0

Sobrenadante concentrado 120 vezes em membrana filtrante.
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Através da otimizagdo (combinacdo de variaveis do experimento 4) foi
possivel conseguir: biomassa final de 17,75 mg/mL, atividade de G3PDH de 0,795
U/mL e atividade especifica da G3PDH de 44,49 U/mg de proteina.

e Estes estudos terdo prosseguimento com investigacdes envolvendo outras
variaveis, tais como a oxigenagéao e agitacao do meio de producao.

e A otimizagdo dos parametros de fermentacdo realizados neste trabalho, podera
resultar na montagem de "Kit" de determinacéo de glicerol para diversos tipos de

amostras.
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