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RESUMO

A levedura Pichia pastoris vem sendo largamente utilizada como um eficiente sistema de
expressao para a producao de proteinas heter6logas, pois é um sistema seguro, facil e mais
barato que sistemas de expressdo de outros eucariotos. Neste trabalho, a enzima de
interesse é a glicerol quinase (GK), que cataliza a transferéncia do fosfato terminal do ATP
para o glicerol originando glicerol-3-fosfato e ADP. Esta reacdo pode ser utilizada na
determinacdo da concentracdo de glicerol, subproduto da fermentagdo alcoodlica. A leitura
do consumo de glicerol é realizada pela determinacdo espectrofotométrica do NADH
gerado na reacédo de oxido-reducéo catalizada pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase.
Este estudo de inducdo foi realizado em diferentes condi¢cdes de crescimento da levedura
Pichia pastoris. Os resultados mostraram a selecdo do melhor clone da levedura Pichia
pastoris para a expressao extracelular da enzima glicerol quinase, e a determinacdo das
melhores condi¢cbes do meio de cultura para a producdo da enzima de interesse foram:
concentracdo do meio de cultura BMMY (20 vezes), densidade inicial de célula (0,1
mg/mL), concentracdo de metanol na fase de inducédo (1%), natureza do tampéo (fosfato de
potassio), pH (6,0), suplementacdo de glicerol no meio BMMY (1%), peptona (marca
Difco), sem adicdo de sulfato de aménio, caseina e glicina, uso do meio BMMY e
liofilizacdo do mesmo. Estudos de pardmetros cinéticos foram realizados e a atividade
maxima da GK foi obtida em pH 9,8, a 50°C e 2,5 uM de substrato, por metodologia
classica, além da presenca de sulfato de magnésio e diluicdo da enzima de 30 vezes. A
enzima apresentou alta estabilidade térmica — a atividade foi completamente mantida até
50°C, durante uma hora — e em pH 7,0 por 7 dias, e o extrato liofilizado mantido sob
refrigeracdo apresentou queda na atividade enzimatica. Calculados pelos métodos de
Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Eadie-Hofstee, o valor do Km da enzima variou entre
0,63 uM e 1,29 uM, e a Vmax, entre 1,03 U/mL e 1,43 U/mL. Utilizou-se a metodologia de
superficie de resposta para melhor definicdo dos parametros da reacdo enzimaética,
observando-se que os valores maximos de atividade sdo obtidos aos maiores valores de pH
e baixas temperaturas e a altas temperaturas e menores valores de pH, sem um ponto

méaximo no dominio experimental.

Palavras-chave: glicerol quinase, Pichia pastoris, glicerol



ABSTRACT

The yeast Pichia pastoris has been widely used as an efficient expression system for
production of heterologous proteins because it is a safe, easy and cheaper than expression
systems in other eukaryotes.In this studie, the enzyme of interest is glycerol kinase (GK),
which catalizes the transfer of terminal phosphate from ATP to glycerol resulting glycerol-
3-phosphate and ADP. This reaction can be used in determining the concentration of
glycerol, a byproduct of fermentation. The reading of the consumption of glycerol is carried
out by spectrophotometric determination of NADH generated in the redox reaction
catalyzed by the enzyme glycerol-3-phosphate dehydrogenase. This study of induction was
performed in different conditions of growth of the yeast Pichia pastoris. The results show
that selecting the best clone of the yeast Pichia pastoris for the expression of extracellular
enzyme glycerol kinase, and determining the best conditions of the culture medium for
producing the enzyme of interest were: concentration of the culture medium BMMY (20
times), initial cell density (0.1 mg/mL), methanol concentration in the induction phase
(1%), nature of buffer (potassium phosphate), pH (6.0), glycerol supplementation in
BMMY medium (1%), peptone (Difco), without addition of ammonium sulfate, casein and
glycine in BMMY and lyophilized medium. Studies of kinetic parameters were conducted
and the GK maximum activity was obtained at pH 9.8 at 50°C and 2.5 uM substrate by
conventional method, besides the presence of magnesium sulfate and diluting the enzyme
30 times. The enzyme showed high thermal stability - the activity was fully maintained up
to 50°C for one hour - and at pH 7.0 for 7 days and kept under refrigeration, freeze-dried
extract showed a decrease in enzymatic activity. Calculated by the methods of Lineweaver-
Burk, Hanes-Woolf and Eadie-Hofstee, the value of Km of the enzyme varied between 0.63
uM and 1.29 uM, and Vmax, between 1.03 U/mL and 1.43 U/mL. We used the response
surface methodology to better define the parameters of the enzymatic reaction, noting that
the maximum activity is obtained at higher pH values and low temperatures and high

temperatures and lower pH values, without a peak in the experimental field.

Keywords: glycerol kinase, Pichia pastoris, glycerol
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1. INTRODUCAO

As leveduras sdo fungos que tém sido utilizados pelo homem h& milhares de anos e
cuja manipulacdo causou um grande impacto na producéo de alimentos e, por conseguinte,
influenciando o proprio processo de desenvolvimento sécio-econdmico da humanidade. O
pdo, a cerveja e o vinho representam os produtos mais expressivos do processo de
manipulacdo desses micro-organismos ao longo do tempo (TORRES e MORAES, 2000).

A levedura vem sendo empregada como fonte de enzima durante décadas, e a
aplicacdo destes biocatalizadores tem se estendido a vérios setores produtivos, dentre os
que destacam a producdo de cerveja, produtos alimenticios, farmacéuticos, cosméticos, de
limpeza e quimica fina em geral (SOMERS et al., 1997; DEVAUX-BASSEGUY, et al.,
1997).

Em todos esses processos, a levedura Saccharomyces cerevisiae teve um papel de
destaque, sendo considerado um dos micro-organismos mais Uteis ao homem e, também,
um dos sistemas eucarioticos mais bem conhecidos (TORRES e MORAES, 2000).

Impulsionada pelo crescimento exponencial da demanda mundial por proteinas
heter6logas e bioprodutos, consideraveis progressos foram alcangados pela engenharia de
bioprocessos para o0 desenvolvimento de altos rendimentos de sistemas de expressdo
economicamente vidveis (PAVLOU e REICHERT, 2004).

Sistemas de levedura sdo valorizados devido a sua capacidade de secrecdo de
proteinas heter6logas, e isso € uma vantagem, pois 0 micro-organismo segrega baixos
niveis de espécies nativas de proteina e secreta a proteina heterdloga, facilitando etapas de
purificagdo (BALAMURUGAN, REDDY e SURYANARAYANA, 2007).

As leveduras metilotroficas atrairam a atencdo de imediato como potencial fonte de
proteina unicelular (SCP) para serem comercializadas principalmente como proteina
animal, porém, durante a década de 1970, a Phillips Petroleum Company desenvolveu
meios de comunicacdo e protocolos para o cultivo de Pichia pastoris em metanol, e na
década seguinte, a Phillips Petroleum contratou o Institito Salk Biotechnology/Industrial
Associates, Inc. para desenvolver Pichia pastoris como um organismo para a expressdo de
proteina heterdloga (PERES et al., 2010).
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A combinacdo dos métodos de fermentacdo desenvolvidos para o processo de SCP e
do cultivo em metanol (promovendo a inducgdo do forte promotor da alcool oxidase), levou
a uma surpreendente expressao de proteinas recombinantes, e em 1993, Phillips Petroleum
vendeu sua patente do sistema P. pastoris para a Research Corporation Techologies, que é
o0 atual detentor da patente, e, além disso, a Phillips Petroleum permitiu que a Invitrogen
Corporation vendesse os componentes do sistema. (PERES et al., 2010).

O sistema P. pastoris vem sendo utilizado para a producdo de inimeras proteinas,
principalmente enzimas, tais como dextranases (JIMENEZ et al., 1997), amilases (CHOI e
PARK, 2006), fitases (HANG et al., 2009), poligalacturonase (WANG et al., 2010), dentre
outras.

O custo das enzimas € um dos fatores que determinam a economia de um processo
biocatalitico e pode ser reduzido pelo desenvolvimento de condi¢Bes 6timas de producéo,
tal como ocorre com linhagens eficientes de mutantes, que sdo construidos pela engenharia
genética (BASSARAN e OZCAN, 2008).

A primeira levedura empregada na producdo de proteinas recombinantes foi o
Saccharomyces cerevisiae, a qual, porém é frequentemente limitada por um sistema de
expressdo de baixos rendimentos (SUDBERY, 1996). As leveduras metilotroficas, tais
como Pichia pastoris e Hansenula polymorpha, retém todas as vantagens de S. cerevisiae e
podem alcancar elevados rendimentos (SUDBERY, 1996).

A levedura Pichia pastoris ¢ uma hospedeira bem estabelecida para a expressdo de
proteinas heterélogas (CEREGHINO e CREGG, 2000). No entanto, apesar do alto impacto
tecnologico de P. pastoris, a informagéo fisioldgica e genética esta ainda bastante escassa
(SAUER et al., 2004).

As vantagens das leveduras como hospedeiras para a expressao de proteinas
recombinantes de eucariotos superiores tem sido apreciadas, uma vez que combinam a
facilidade, simplicidade e baixos custos como nos sistemas bacterianos. Assim como as
bactérias, as leveduras também sdo faceis de cultivar e ha uma grande quantidade de
técnicas para a manipulacdo de novos genes. No entanto, como as leveduras séo eucariotos,
fornecem um ambiente propicio para o processo pos-traducional e secre¢do, resultando num
produto que é frequentemente idéntico ou mais semelhante a proteina nativa (SUDBERY,
1996).
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P. pastoris pode crescer em altas densidades de células em meio mineral definido e
é um eucarioto que também pode executar muitas modificagdes pds-traducionais, tais como
processamento proteolitico, formacdo de pontes bissulfeto e glicosilacdo. As proteinas
podem ser secretadas no meio de cultura usando um sinal de secrecdo (CEREGHINO et al.,
2002; GHOSALKAR, SAHAI e SRIVASTAVA, 2008).

Num tipico processo de fermentacdo de P. pastoris para producdo de proteinas
heterdlogas, o glicerol é acrescido inicialmente num meio definido como Unica fonte de
carbono. Durante esse processo, a biomassa € acumulada, mas a expressdo do gene de
proteina heter6loga é totalmente reprimida. Apds o esgotamento inicial de glicerol, uma
fase de transicdo é iniciada em que o glicerol é adicionado a cultura num indice de
crescimento-limitado. Finalmente, metanol ou uma mistura de glicerol e metanol €
adicionado a cultura para induzir a expressdo de proteinas heterdlogas (D’ANJOU e
DAUGULLIS, 2000).

A regulacéo central do metabolismo do carbono em P. pastoris e Saccharomyces
cerevisiae € muito semelhante entre si e o crescimento de ambas as leveduras seguem perfis
muito semelhantes em relacdo a taxa de biossintese de aminoacidos (SOLA et al., 2004).

S. cerevisiae tem sido utilizada para a producdo de proteinas heterologas e seus
requisitos nutricionais sdo bem definidos. No entanto, um meio minimo projetado para o
crescimento de S. cerevisiae pode ser otimizado para a producdo de biomassa em P.
pastoris (GHOSALKAR, SAHAI e SRIVASTAVA, 2008). E necesséario desenvolver um
meio fisiologicamente racional e conveniente para o processo de producdo de proteinas
recombinantes em P. pastoris (GHOSALKAR, SAHAI e SRIVASTAVA, 2008).

P. pastoris podem crescer em meios definidos simples utilizando metanol como
Unica fonte de carbono. A primeira enzima na utilizacdo do metanol € a alcool oxidase
conhecida como AOX na P. pastoris. Durante seu crescimento em metanol, essa enzima
constitui cerca de 30% do total de proteinas na célula contidas nos peroxissomos, que
podem ocupar 80% do volume total da célula. A expressdo da AOX é altamente regulada, e
é reprimida pela glicose ou etanol de modo que ndo seja detectada. Dessa forma, a total
inducdo ocorre na presenca de metanol. O poderoso promotor que regula a expressédo de
AOX foi plenamente explorado para a producdo de proteinas recombinantes (SUDBERY,
1996; HARTNER e GLIEDER, 2006).
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Neste trabalho, o gene GUT1 da enzima glicerol quinase de Saccharomyces
cerevisiae foi integrado artificialmente no sistema Pichia pastoris para a producdo desta
proteina, visando a otimizacdo de sua producdo, pois esta enzima pode ser utilizada na
elaboracdo de um kit enzimatico para determinacdo rapida e eficiente de glicerol em

diferentes amostras.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

e Selecionar o melhor clone de Pichia pastoris geneticamente modificada e
padronizar as metodologias de dosagens e de producéo da enzima GK em diferentes

condicOes de crescimento através de modificagcBes no meio de cultura.

e Estudar alguns parametros cinéticos da enzima glicerol quinase produzida pela

levedura Pichia pastoris geneticamente modificada.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. 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 (BARNETT, PAYNE
e YARROW, 2000).

Esta levedura é naturalmente encontrada no exsudato de castanheiro na Franca e em
carvalho preto da Quercus kelloggii nos EUA. Sua taxomonia é descrita como sendo do
reino Fungi; do filo Ascomicota; do sub-filo Saccharomicotina; da classe Saccharomicetes;
da ordem Saccharomicetales; da familia Sacchamomicetaceae; do género Pichia e da
espécie P. pastoris (BARNETT, PAYNE e YARROW, 2000).

As leveduras do género Pichia utilizam uma via especifica para o metanol, que
envolvem vérias enzimas. As reacdes iniciais ocorrem em organelas especializadas, 0s
peroxissomos, seguido por passos metabolicos subsequentes no citoplasma. Os
peroxissomos desempenham um papel indispensavel durante o crescimento, uma vez que
possuem trés enzimas chaves para o metabolismo do metanol: a alcool oxidase, catalase e a
diidroxiacetona sintase. As reacdes subsequentes de assimilacdo 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 perdxido de hidrogénio. A enzima AOX é sequestrada dentro
do peroxissomo junto com a catalase, que 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 diéxido de carbono por duas desidrogenases do citoplasma, reagdes
que séo fonte de energia para o crescimento celular em metanol (CEREGHINO e CREGG,
2000).

A levedura P. pastoris apresenta duas caracteristicas que a tornam uma atraente
hospedeira para a producdo de proteinas heterdlogas. A primeira é o forte promotor usado

para transcrever genes heter6logos, o qual € derivado do gene da alcool oxidase (AOX1) de
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P. pastoris. Esse promotor é 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
condicOes de crescimento sem metanol. Uma vez que a maioria das proteinas heterologas &,
de alguma forma, deletérias 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 precaucdo para minimizar a selecdo de mutantes que ndo expressam o
produto heterélogo durante o crescimento da cultura. Para ser ativado, o promotor AOX1
requer a presenca de metanol e, na auséncia desse indutor, ele se torna reprimido. Alem de
metanol, o sistema AOX1 necessita da auséncia de glicose para ser plenamente ativado.
Uma vez que o promotor AOX1 é controlado pela manipulacdo da fonte de carbono
adicionado ao meio de cultura, o crescimento e a inducdo de cepas de P. pastoris, que
expressam proteinas heterélogas, sdo facilmente obtidos em todas as escalas, desde frascos
até grandes fermentadores (CEREGHINO e CREGG, 2000).

A segunda caracteristica importante de P. pastoris é que esta levedura ndo é
considerada uma forte fermentadora, se comparada com a S. cerevisiae. A fermentacdo
realizada por leveduras gera etanol, que, em culturas de alta densidade, pode rapidamente
atingir niveis toxicos (efeito Crabtree). Para uma producdo economicamente viavel de
proteinas recombinantes, a concentracdo de proteinas no meio deve ser proporcional a
quantidade de células. E necessério, pois, atingir niveis de alta densidade celular, os quais
ndo sdo facilmente obtidos com S. cerevisiae (CEREGHINO e CREGG, 2000).

A levedura metilotrofica Pichia pastoris tornou-se uma das leveduras mais
estudadas no inicio dos anos 1970, uma vez que € declaradamente um dos mais Uteis e
versateis sistemas de expressdo de proteinas heterdlogas. Esse sistema é de interesse
industrial, sobretudo devido a sua capacidade de secretar proteinas estrangeiras, de
desempenhar modificacdes pds-traducionais incluindo glicosilagdo e formacéo de ligagédo
dissulfeto, e também da capacidade de crescer em meios definidos com alta densidade
celular (POTVIN, AHMAD e ZHANG, 2010).
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Vaérios 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, foi produzido no ambiente intracelular (TORRES e
MORAES, 2000).

Macauley-Patrick et al, (2005) relatam que em grande parte dos trabalhos, a
levedura P. pastoris utiliza um meio complexo para o crescimento e inducdo da expresséo
protéica. As formulacbes destes meios encontram-se nos protocolos da Invitrogen
Corporation (Carlsbad, CA, USA), e sdo dependentes do tipo de linhagem utilizada. A
concentracdo de substrato (glicose ou glicerol) é a limitacdo mais comum na produ¢do em
larga escala, porque a manutencdo do substrato inicial em baixa concentragdo (néo-
inibitéria) € essencial na otimizacdo da producdo de biomassa e consequentemente na
proteina desejada.

Revisdes bibliograficas sobre o sistema de producdo de Pichia pastoris
demonstraram que as melhores condic¢des (meio de cultura, pH, temperatura, etc) variam de
acordo com o tipo de linhagem usada e/ou o tipo de proteina heter6loga que se deseja
expressar (FILES et al., 2001; SINHA et al., 2003).

3.2. Glicerol

Glicerol é 0 nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol, descoberto por
Carl W. Scheele em 1779 durante a separacdo de uma mistura aquecida de PbO preparada
com Gleo de oliva. Os seus sindnimos sdo: glicerina, trihidroxipropano, glicilalcool, gliceril
e 1,2,3-trihidroxipropano (RIVALDI et al., 2008).

O glicerol € um polidlcool de formula estrutural, apresentada na Figura 1, que esté
presente em diferentes espécies, incluindo protistas unicelulares e mamiferos. No entanto, é
dificil encontrarmos o glicerol na sua forma “livre” nesses organismos, pois geralmente se
encontra como um triglicerideo combinado, por exemplo, a acidos graxos como o0s acidos:
oléico, palmitico e estearico (ARRUDA, RODRIGUES e FELIPE, 2007).
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Figura 1. Estrutura do Glicerol (ARRUDA, RODRIGUES e FELIPE, 2007).

O glicerol na sua forma pura apresenta-se como um liquido viscoso, incolor,
inodoro e higroscopico, com sabor doce, solivel em agua e alcool, insolivel em éter e em
cloroférmio. Devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas e ao fato de ser inocuo, 0
glicerol puro apresenta diferentes aplicagdes na industria de cosméticos, farmacéutica,
detergentes, na fabricacdo de resinas e aditivos e na industria de alimentos (RIVALDI et
al., 2008).

Uma das aplicacBes promissoras do glicerol € a sua bioconversdo em compostos de
alto valor através da fermentacdo microbiana. O glicerol é considerado uma matéria-prima
para novas fermentacgdes industriais (SILVA, MACK e CONTIERO, 2009).

Em uma célula microbiana, durante o catabolismo aerébico, o glicerol entra por
difusdo facilitada e/ou transporte ativo e é entdo fosforilado em glicerol-3-fosfato, seguido
por oxidacdo de 3-dihidroxiacetona, que é convertida em gliceraldeido-3-fosfato. Este
Gltimo entra na via glicolitica e transforma-se em acido pirtvico, e em seguida em acetil-
CoA, um precursor de uma variedade de produtos metabolicos (CHATZIFRAGKOU et al.,
2011).

Esse polialcool pode ser gerado como subproduto da fabricacdo de sabdo, a partir
de gorduras; na sintese de compostos petroquimicos e na fermentacdo microbiana (WANG
et al., 2001). O glicerol é também o principal subproduto gerado na producéo de biodiesel,
sendo que aproximadamente 10% do volume total do biodiesel produzido corresponde a
glicerol (DASARI et al., 2005).
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A disponibilidade de glicerol bruto devera aumentar nos préximos anos devido ao
enorme crescimento na producéo de biodiesel em todo o mundo. A converséo de produtos
de valor agregado, especialmente utilizando os recursos mais baratos, como o glicerol pode
desenvolver um biocombustivel cada vez mais economicamente viavel (YU, KIM e HAN,
2010).

O glicerol reage com acidos graxos resultando em mono, di e tri ésteres acidos que
sdo precursores dos 0leos e gorduras da natureza. A hidrolise alcalina de lipidios (6leos e
gorduras) resulta em duas fragdes: fracdo saponificavel (glicerideos), formada pelo glicerol,
e sais dos acidos graxos livres; e fracdo insaponificavel, formada pelos esterdis, alcodis,
pigmentos, hidrocarbonetos e vitaminas lipossoliveis (BOBBIO e BOBBIO, 1992).

Em alimentos industrializados, o glicerol é considerado aditivo quando adicionado
como umectante (TININIS, 2001). Segundo a WHO (World Health Organization), aditivo é
considerado uma substdncia ndo nutritiva adicionada intencionalmente ao alimento,
geralmente em quantidades pequenas, para melhorar sua aparéncia, aroma, sabor, textura e
conservacao.

Além de sua aplicagdo em alimentos, o glicerol € usado em outras areas, tal como
no processo de criopreservacdo de bactérias. O glicerol € usado como um dos componentes
da mistura de congelamento para ndo danificar as células. Elas sdo congeladas em uma
mistura de agua com o meio préprio para crescimento e, outro liquido (glicerol) miscivel
em agua. O glicerol previne a formagdo de cristais de gelo que podem romper a parede
celular durante o congelamento (TININIS, 2001).

O glicerol € um componente quimico naturalmente encontrado em produtos
alimentares, e pode ser medido em sucos de fruta, vinho, 6leo vegetal, cerveja, tabaco, mel
e muitos outros alimentos (CORDELLA, ANTINELLI e CABROL-BASS, 2003). Sua
determinacdo é interessante como indicador de fermentacdo e sua producdo esta
relacionada com a presenca de micro-organismos nos produtos alimentares (GAMELA et
al., 2008).

No entanto, este poliol ndo e usualmente determinado nas diversas industrias, visto
que o uso de procedimentos de dosagem rotineiros ainda é limitado devido ao alto custo
(RANGEL e TOTH, 2000; WU e CHENG, 2005).
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Além do alcool e do diéxido de carbono, o glicerol é o maior produto resultante do
processo de fermentacdo, sendo presente em quase todas as bebidas alcodlicas. Nos vinhos,
o glicerol € o composto mais abundante depois de agua e etanol, e isso contribui as
propriedades de sabor dos vinhos (OLIVEIRA et al., 2006)

A producdo de glicerol pode ser considerada benéfica em algumas fermentacdes,
como na producdo de vinho, mas indesejavel na producdo de bebidas destiladas (LEA e
PIGGOTT, 1995).

Em vinhos, por exemplo, o contetdo de glicerol é um fator de qualidade que afeta
as caracteristicas sensoriais, especialmente a riqueza de sabor (LUBBERS, VERRET e
VOILLEY, 2001). No entanto, o glicerol, em vinhos e cervejas pode ser uma fonte de
carbono para bacterias deteriorantes, originando compostos arométicos e acidez volatil que
conferem um sabor inaceitavel, principalmente para as cervejas (GAMELA et al., 2008).

Algumas vodkas sdo embaladas misturando-se apenas uma parte de dgua, enquanto
em outras, adicionam-se tracos de alguns aditivos como: acUcar, glicerol e aromas,
importantes para conferir um gosto mais suave ao produto e possibilitar o comércio da
bebida nos locais onde se exige a presenca de pequenas concentracdes desses aditivos
(LEA e PIGGOTT, 1995).

Assim, a determinacdo de glicerol € importante para o controle de qualidade
industrial, que requerem métodos rapidos, sensiveis, confidveis e a0 mesmo tempo
econdmicos para a rotina de analise. O teor de glicerol é importante em vinhos para detectar
possiveis adulteracbes com adicao de glicerol (GAMELA et al., 2008).

A dosagem do glicerol se faz necessaria em algumas industrias alimenticias,
cosméticas, farmacéuticas, em destilarias e em analises biologicas. A adi¢do deste poliol
em alimentos vem incentivando pesquisas relacionadas com o desenvolvimento de méetodos
quantitativos que possam satisfazer as reivindicacbes do consumidor cada vez mais
exigente (TININIS, 2001).

Estudos de dosagens do glicerol vem sendo feitos, no mel (FERNANDEZ-MUIFIO
e SANCHO, 1996), e em vinhos (FERNANDES et al., 2004; GAMELA et al., 2008;
MATAIX e CASTRO, 2000).

Diversos metodos estdo disponiveis para medir a quantidade de glicerol como a
cromatografia gasosa, e métodos enzimaticos (CORDELLA, ANTINELLI e CABROL-
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BASS, 2003). Alguns métodos para analise de glicerol incluem oxidagdo, esterificagdo,
formacdo de éter, reacdo de desidratacdo e procedimentos cromatograficos. Embora haja os
métodos analiticos, as determinacgdes enzimaticas sdo as que possuem maior sensibilidade e
especificidade (WU e CHENG, 2005).

A escolha da metodologia deve se basear no tipo de matriz onde se encontra o
analito, na concentragdo desse composto na amostra e na complexidade dessa amostra
(HAMANO, 1991).

3.3. Enzima glicerol quinase

O uso das enzimas possui varias vantagens destacando-se principalmente: alta
especificidade, obtencdo de produtos puros e alta capacidade de regeneracdo, sem sofrer
degradacdo. Devido a estas propriedades, as enzimas servem como catalisadores de reacoes
para quantificacdo de substancias quimicas (REIS, 2006).

As enzimas sdo catalisadores biologicos de reacgdes, altamente especificos, que
podem oferecer resultados de analises em apenas alguns segundos, sendo que, a formacéao
de produtos ou o consumo de substrato podem ser monitorados em diversos tipos de
aparelhos (REIS, 2006).

A glicerol quinase ¢ uma enzima envolvida no metabolismo de gorduras e
carboidratos (OHIRA et al., 2005), e é também chamada de gliceroquinase (GK; EC
2.7.1.30; ATP: glicerol 3-fosfotransferase) que catalisa a fosforilagdo do glicerol a glicerol-
3-fosfato (JIN et al., 1982; CRANS e WHITESIDES, 1985; STEPANIAN et al., 2003).

Esta reacdo tem sido reconhecida ndo apenas em mamiferos, mas também em varias
bactérias, fungos e protozoarios. Suas sequéncias de aminoacidos sdo altamente
conservadas durante a evolucdo com aproximadamente 50% da sequéncia idéntica entre
mamiferos e bactérias (GUO et al., 1993).

A formacdo de glicerol-3-fosfato a partir desta reacdo é importante, pois atua na
producdo de glicerideos, lipidios e fosfato de dihidroxiacetona (DHAP), sendo que o DHAP
é um importante intermediario em uma série de caminhos metabdlicos (OHIRA et al.,
2005).
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E uma proteina tetramérica e composta por idénticas subunidades, mas pode se
dissociar em dimeros a baixas concentracdes protéicas (KOGA et al., 1998).

A enzima GK atua como um fator limitante no metabolismo de glicerol de diversos
micro-organismos, como a Escherichia coli, em que a reagdo é regulada por alguns
metabdlitos como frutose 1,6-bifosfato, adenina e proteina fosfocarreadoras |l
(SAKASEGAWA et al., 1998).

A enzima glicerol quinase foi isolada pela primeira vez por Bublitz e Kennedy, de
figado de rato (JANSON e CLELAND, 1974). A GK ¢é encontrada em 6rgdos e tecidos de
animais e também em varios micro-organismos (BRISSON et al., 2001).

Em mamiferos, a GK é mais encontrada no figado, rim e, em menores quantidades,
na mucosa intestinal, tecido adiposo e musculos. Esta enzima possui aproximadamente
50% de similaridade de aminoacidos entre humanos e a E. coli (BRISSON et al., 2001).

O glicerol plasmatico € disponibilizado a partir da lipdlise de triglicerideos de
tecidos adiposos e da hidrolise da gordura da dieta. O figado desempenha um papel
fundamental, pois é responsavel por 70-90% da capacidade total do corpo para a utilizagédo
de glicerol. Depois da captacdo, o glicerol é irreversivelmente convertido pela glicerol
quinase a glicerol-3-fosfato. Este composto constitui a espinha dorsal de triglicerideos e
fornece o esqueleto de carbono para a gliconeogénese (WESTERGAARD, MADSEN e
LUNDGREN, 1998).

Genes que expressam a GK em humanos, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus casseliflavus ja foram
sequenciados e clonados (KOGA et al., 1998). Em S. cerevisiae, 0 gene que codifica a
glicerol quinase é chamado GUT1 (gut = “glycerol utilization”) (PAVLIK, 1993).

A enzima glicerol quinase desempenha um importante papel fisiologico para a
formacdo de glicerol-3-fosfato na biossintese de fosfolipidios (ARAGON et al., 2008).
Além disso, a enzima é importante industrialmente e Gtil para a determinacdo clinica de
triglicérides no sangue em combinacdo com lipase, glicerol-3-fosfato-oxidase e peroxidase
(FOSSATI e PRENCIPE, 1982).
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Capitulo 2 — Otimizacdo do meio de cultura para

producao de glicerol quinase a partir da levedura

geneticamente modificada Pichia pastoris.
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RESUMO

Esse trabalho baseou-se na inducdo da producdo da enzima glicerol quinase (GK; EC
2.7.1.30; ATP: glicerol 3-fosfotransferase), excretada pela levedura Pichia pastoris
geneticamente modificada. Esta enzima, utilizada na dosagem de glicerol, catalisa a
conversdo deste em glicerol-3-fosfato, que utiliza ATP e requer fons Mg®*. A dosagem do
glicerol envolve uma segunda reacdo de oxidacdo do glicerol-3-fosfato pela glicerol-3-
fosfato desidrogenase, G3PDH (sn-glicerol-3-:NAD"* 2 oxidoredutase, EC 1.1.1.8) com
geracdo de NADH. O deslocamento do equilibrio de reacdo para leitura da concentracéo do
NADH gerado, correspondente a concentragdo do glicerol consumido, dependera da
expressdo de altas quantidades das enzimas envolvidas. Este estudo de inducdo foi
realizado em diferentes condi¢des de crescimento da levedura Pichia pastoris, desenhada
para produzir a enzima extracelularmente no meio de crescimento. Os resultados mostraram
a selecdo do melhor clone da levedura Pichia pastoris para a expressdo extracelular da
enzima glicerol quinase, e a determinagdo das melhores condigdes do meio de cultura para
a producédo da enzima de interesse foram: concentragdo do meio de cultura BMMY (20x),
densidade inicial de célula (0,1 mg/mL), concentracdo de metanol na fase de inducédo (1%),
natureza do tampdo (fosfato de potéssio), pH (6,0), suplementacdo de glicerol no meio
BMMY (1%), peptona (marca Difco), sem adi¢do de sulfato de aménio, caseina e glicina,

uso do meio BMMY e liofilizacdo do mesmo.

Palavras-chave: levedura geneticamente modificada, glicerol, otimizagéo, expressao.
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ABSTRACT

This study was based on inducing the production of the enzyme glycerol kinase (GK, EC
2.7.1.30, ATP: glycerol 3-phosphotransferase), excreted by the recombinant yeast Pichia
pastoris. This enzyme is used in the determination of glycerol, catalyzes the conversion of
glycerol-3-phosphate, using ATP and requires Mg?* ions. The determination of glycerol
involves a second oxidation of glycerol-3-phosphate by glycerol-3-phosphate
dehydrogenase, G3PDH (sn-glycerol-3-: NAD® 2 oxidoreductase, EC 1.1.1.8) with
generation of NADH. The displacement of the equilibrium reaction to reading the
concentration of NADH generated, the corresponding concentration of glycerol consumed,
depends upon the expression of high amounts of the enzymes involved. This study of
induction was performed in different conditions of growth of the yeast Pichia pastoris,
designed to produce the enzyme in the extracellular medium. The results show that
selecting the best clone of the yeast Pichia pastoris for the expression of extracellular
enzyme glycerol kinase, and determining the best conditions of the culture medium for
producing the enzyme of interest were: concentration of the culture medium BMMY (20
times), initial cell density (0.1 mg/mL), methanol concentration in the induction phase
(1%), nature of buffer (potassium phosphate), pH (6.0), glycerol supplementation in
BMMY medium (1%), peptone (Difco), without addition of ammonium sulfate, casein and

glycine in BMMY and lyophilized medium.

Keywords: recombinant yeast, glycerol, optimization, expression.
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1. INTRODUCAO

Impulsionado pelo crescimento exponencial da demanda mundial por proteinas
recombinantes e bioprodutos, consideraveis progressos foram alcancados pela engenharia
de bioprocessos no desenvolvimento de sistemas de producdo com elevados rendimentos
(PAVLOU e REICHERT, 2004).

A levedura metilotréfica Pichia pastoris tem sido amplamente relatada como um
sistema adequado de expressdo de proteinas heter6logas (MACAULEY -PATRICK, et al.,
2005), e tornou-se uma das leveduras mais estudadas, uma vez que é declaradamente um
dos mais Uteis e versateis sistemas de expressao de proteinas recombinantes (POTVIN,
AHMAD e ZHANG, 2010).

A expressao das proteinas estrangeiras é afetada por véarios fatores, tais como
temperatura, pH, concentracdo de oxigénio, dentre outras, que agem direta ou indiretamente
sobre o crescimento celular (COS et al., 2006).

A enzima glicerol quinase (GK, EC 2.7.1.30; ATP: glicerol 3-fosfotransferase)
catalisa a fosforilacdo de glicerol a glicerol 3-fosfato dependente de ATP e Magnésio. Essa
enzima executa um importante papel fisiolégico na formacdo de glicerol 3-fosfato na
biossintese de fosfolipidios. Alem disso, a enzima € industrialmente importante e util na
determinacdo dos niveis de triglicerideos no sangue em combinag¢do com lipases e outras
enzimas (SAKASEGAWA et al., 2001) e também na determinacédo do glicerol em bebidas
fermentadas, tais como vinhos (SEHOVIC, PETRAVIC e MARIC, 2004).

O gene da enzima glicerol quinase de Saccharomyces cerevisiae foi integrada
artificialmente na levedura Pichia pastoris para a producdo desta proteina em maiores
quantidades. Dessa forma, os objetivos do presente trabalho foram selecionar o melhor
clone de Pichia pastoris geneticamente modificada e padronizar as metodologias de
dosagens e de producdo da enzima GK em diferentes condi¢cdes de crescimento através de

modificagdes no meio de cultura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

Pichia pastoris geneticamente modificada foi o micro-organismo utilizado na
producdo extracelular da enzima glicerol quinase (GK), a partir do gene GUT 1 integrado
artificialmente no genoma da levedura. Essa levedura foi obtida em parceria com o grupo
do Prof. Dr. Sandro R. Valentini, FCFar — Unesp. Para a construcdo dessa linhagem, o

sistema de expressao da Invitrogen EasySelect® foi utilizado.

2.2. Detalhamento do trabalho experimental

O trabalho experimental consistiu no crescimento da levedura Pichia pastoris
geneticamente modificada, em diferentes condicOes, na tentativa de induzir a expressao da
enzima glicerol quinase no meio extracelular (atividade enzimatica e contetido protéico)

avaliando sua atividade fisioldgica (crescimento e viabilidade celular).

2.3. Crescimento celular (determinacéo da biomassa)

A partir de uma suspensdo concentrada de células da linhagem isolada, foi
construida uma curva que relaciona a variacdo das absorbancias com as massas secas
correspondentes a cada suspensdo diluida. Foi determinado um fator (F) relacionando o
reciproco da inclinacdo desta curva para ser utilizado nos célculos de biomassa. As leituras
de densidade 6tica foram realizadas em um espectrofotdmetro e os seus valores convertidos

em massa seca utilizando-se a formula:

|:Tﬂ‘g-.l ] = F=» -'ﬁ-'qgjc.“ T dlhilc&&
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2.4. Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se a técnica de coloracdo com azul de
metileno e fazendo a contagem de células (vidveis e totais) em camara de Neubauer.

O método consiste na diluicdo da amostra com solucdo de Ringer, em que a
suspensdo celular convenientemente diluida € examinada ao microscopio, onde sao feitas as
contagens das células vivas e mortas. A determinacdo da viabilidade é dada em
porcentagem.

Em um tubo de ensaio é adicionado 0,1 mL da suspensdo de levedura do meio
BMMY e 0,9 mL da solucdo de Ringer. O tubo é fechado e agitado intensamente por 30
segundos e logo apds é deixado em repouso por 1 minuto para posterior leitura.

A contagem das células viaveis na amostra é feita em microscépio, nos aumentos de
400 a 600 vezes, sendo que as células vivas ficam incolores e as mortas ficam azuis.

O célculo da viabilidade celular é expresso em porcentagem, pela seguinte equagéo:

células vivas
Viabilidade = — . - =100
células vivas + células mortas

2.5. Curva de crescimento

A curva de crescimento faz-se necessaria para verificar o perfil do crescimento do
micro-organismo e verificar o melhor tempo de acimulo de producdo de biomassa.
A curva de crescimento (determinacdo de biomassa) foi feita em meio BMGY, e

nesse periodo de crescimento pbde ser feita a medida de viabilidade celular.

2.6. Curva de tempo

A curva de tempo foi feita em meio BMMY, com medida de biomassa, viabilidade

celular, atividade enzimética e producgdo de proteina.



43

2.7. Preparagdo das células de Pichia pastoris para a inducdo da

glicerol quinase

Inicialmente, as células foram crescidas em meio YPDA por 24 horas a 30°C. Para
0 preparo do pré-inoculo, uma alga de célula foi transferida para 25 mL de meio BMGY
contidos em Erlenmeyer de 125 mL e submetidas a agitacdo por 24 horas a 120 rpm a 30°C.

As células foram mantidas em repouso a 4°C por aproximadamente 2 horas para a
sedimentacdo da biomassa. O sobrenadante foi descartado, e as células concentradas foram
utilizadas como inoculo, para uma densidade inicial de célula de 0,05 mg/mL, em
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de BMMY. Os experimentos foram realizados em
mesa agitadora operando a 120 rpm a 30°C durante 48 horas.

Apos as primeiras 24 horas em meio BMMY, foi adicionado um volume de metanol
para concentracéo final de 0,5% para manutengéo da inducdo a fim de realizar a medida da
atividade da enzima estudada.

Apos as 48 horas de crescimento e inducdo em BMMY, foi feita a determinacgéo de
biomassa e viabilidade celular. Em seguida, o contetdo do meio foi reunido e centrifugado
a 15.000 x g durante 10 minutos, a fim de retirar as células de levedura e ficar com o
sobrenadante, o qual deveria conter a enzima de interesse, j& que a levedura geneticamente
modificada secreta a enzima glicerol quinase no meio extracelular.

Logo em seguida, o meio foi concentrado utilizando membranas filtrantes da
Amicon® Ultra-15 centrifugal filter devices with low-binding Ultracel® membranes, User
Guide MILLIPORE (modelo 10.000 MWCO) atraves de centrifugacdo a 2800 x g a
temperatura de 17°C, para posterior dosagem de glicerol quinase e determinacdo da

proteina total.

2.7.1. Selecd@o e comparacao de clones

Dos varios transformantes obtidos em parceria com o grupo do Prof. Dr. Sandro R.
Valentini, FCFar — Unesp, quatro clones de Pichia pastoris foram submetidos a inducéo da
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producdo da enzima glicerol quinase de acordo com o protocolo sugerido pelo sistema

EasySelect™ (Invitrogen).

2.7.2. Padronizacéo da concentracdo do meio

Com o intuito de aumentar a atividade da enzima glicerol quinase, 0 meio de cultura
BMMY foi concentrado através de membranas filtrantes Amicon® Ultra-15 centrifugal
filter devices with low-binding Ultracel® membranes, User Guide MILLIPORE (modelo
10.000 MWCO) e o concentrado obtido utilizado na dosagem analitica da GK. Todos o0s
experimentos foram realizados em Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio cada
um, utilizando dois Erlenmeyer para cada tentativa de concentracdo, totalizando 50 mL de
meio para cada experimento.

Os testes foram feitos concentrando o meio 10, 20, 30, 40 e 50 vezes.

2.7.3. Efeito do tamanho do inoculo

Em aplicacdes industriais, a levedura € muitas vezes propagada em uma serie de
etapas até que seja inoculada no meio que sera fermentado. A cultura utilizada para
inoculacdo, em muitos casos, ndo esta bem definida, apesar de sua condicdo fisiologica
poder afetar muito o resultado, bem como a duracdo da fermentagdo (BREJNING e
JESPERSEN, 2002), por isso, é interessante conhecer o efeito do tamanho do inoculo.

Geralmente, uma elevada densidade de células é desejavel, pois a secrecdo de
proteinas no meio aumentaré proporcionalmente (INAN et al., 1999). No entanto, isso nem
sempre € o caso. Ando, Arunwanich e Kobayashi (1996) verificaram que o aumento na
densidade de células antes da fase de inducdo, na produgdo de anticorpos, diminuiu em
Pichia pastoris.

Apos a selecdo do melhor clone da levedura geneticamente modificada e da
padronizacdo da concentragdo do meio, estudou-se o efeito do tamanho do inoculo a fim de
se obter o melhor valor de atividade enzimética. Dessa forma, variou-se as densidades
iniciais de célula de 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL.
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2.7.4. Efeito da concentragdo de metanol na fase de inducéo no meio de

cultura

A concentracdo de metanol na cultura deve ser mantida dentro de um intervalo
relativamente estreito, pois 0 acimulo de metanol leva a efeitos citotoxicos (GUARNA et
al., 1997) e a inducdo do promotor € maior quando o nivel de metanol é mantido a uma taxa
de crescimento limitado (BOETTNER et al., 2002).

Foram testadas concentragdes de 0,25%; 0,5%; 1%; 2% e 3% de metanol no meio

de cultura BMMY apés 48 horas de crescimento e inducao.

2.7.5. Efeito da natureza do tampé&o no meio de cultura

Foi realizado experimento utilizando o meio BMMY contendo tampéo fosfato de
potassio 100 mmol/L (controle), tampédo citrato de potassio 100 mmol/L e tampdo citrato
fosfato de potéssio 100 mmol/L (todos a pH 6,0) para determinar a natureza do tampao que

melhor expressasse a enzima glicerol quinase.

2.7.6. Efeito do pH

Segundo CREGG et al. (1993), o melhor pH do meio de cultura da P. pastoris para
expressdo de proteinas recombinantes pode variar na faixa de pH de 3,0 a 7,0. Com base
nestes dados, realizamos experimentos na faixa de pH 4,0 a 8,0, sendo que o tampé&o
utilizado para valores de pH de 4,0; 5,0 e 6,0 foi feito com tampéo citrato fosfato, e valores
de pH de 6,0; 7,0 e 8,0 foi feito com tampéo fosfato.

2.7.7. Efeito da suplementacdo do meio BMMY

De acordo com os estudos da literatura, a suplementacdo 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
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(KATAKURA et al., 1998; ZHANG, INAN e MEAGUER, 2000; ZHANG et al., 2003;
JUNGO et al., 2007).

Para aumentar a producgdo de proteinas heterdlogas, densidade celular, bem como
reduzir o tempo de inducdo, uma abordagem comum é o uso de diferentes fontes de
carbono além do metanol (FILES et al., 2001). O sorbitol, por exemplo, é uma fonte de
carbono interessante que pode ser adicionado juntamente com o metanol para producéo de
proteinas recombinantes de Pichia pastoris (ARNAU et AL., 2010; WANG et al., 2010).

A partir do estudo realizado por Xie et. al (2005), testamos a suplementacdo do
meio BMMY, com metanol (controle), acido latico, sorbitol, acetato de aménio e glicerol,

todos eles na concentracéo de 1%.

2.7.8. Efeito de peptonas de diferentes procedéncias

Um dos mais importantes pontos da formulacdo do meio de cultura é a fonte de
nitrogénio, ja que este elemento afeta a producdo de proteinas. O nitrogénio € um elemento
essencial encontrado em quase todas as macromoléculas (proteinas e acidos nucléicos) dos
organismos vivos (CHOI e PARK, 2006). Assim, com base nestas informacdes, testamos
diferentes marcas de peptonas no meio controle de indugdo (BMMY).

As marcas testadas foram as seguintes: Bacto peptone (controle), Acumedia A,

Difco, Merck (caseina) e Merck (carne).

2.7.9. Efeito da adicéo de sulfato de amdnio

As leveduras podem utilizar uma ampla variedade de compostos nitrogenados e,
entre estes, estdo o ion amodnio, aminoacidos e peptideos. A adi¢do do nitrogénio esta
diretamente relacionada com o aumento da atividade proteolitica e com o controle do pH e
reducdo da fase lag do crescimento. Assim, realizamos ensaios com culturas crescidas em

meio BMMY com adigdo de 1% de sulfato de amonio.
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2.7.10. Efeito da adicdo da caseina e glicina

Extrato de levedura, peptona e casaminodcidos sdo ricos em peptideos e
aminoacidos, e, também, contém vitaminas e elementos tragos. Esses compostos podem
aumentar a biomassa e a sintese de proteinas heter6logas (BOZE et al., 2001).

A adicdo de casaminoacidos pode minimizar a degradacdo proteolitica na producao
dessas proteinas heterdlogas (TSUJIKAWA et al., 1996).

Segundo Silva (2009), em ensaio para a producdo da enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase, foi testada a suplementacdo do meio BMMY com caseina 1% e 2% e
também glicina 0,4 mol/litro. A partir disso, foi realizado o mesmo experimento, porém,

para a producado de glicerol quinase.

2.7.11. Efeito do meio de crescimento BSM

O meio mais comumente utilizado para a fermentacdo de altas densidades de células
de P. pastoris € 0 meio basico contendo sais (BSM) conforme mencionado nas diretrizes de
processos de fermentacdo de P. pastoris propostas pela Invitrogen EasySelect® (EUA). Ele
é considerado o primeiro meio utilizado na producdo de proteinas recombinantes, embora
possa ndo ser Otimo para producdo de todas as proteinas heter6logas e tem alguns
problemas importantes como precipitacdo, composicdo desequilibrada e elevada forca
ibnica, etc. (COS et al., 2006).

Outros autores também utilizam o meio BSM para a producdo de proteinas
heterdlogas (XIE et al., 2005; GHOSALKAR, SAHAI e SRIVASTAVA, 2008; WANG et
al., 2010).

Com base nestas literaturas, foi realizado um experimento utilizando este meio em

comparacgdo com o meio BMMY (controle).
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2.7.12. Efeito da liofilizagdo do meio BMMY

Na tentativa de otimizar a producdo da GK, utilizamos o processo de liofilizacdo
para concentrar a enzima. Neste ensaio, apos o cultivo da levedura e inducdo da GK em
meio BMMY, as células foram separadas por centrifugacdo e o sobrenadante foi congelado
e liofilizado.

Uma amostra contendo 0,45 g do material liofilizado foi suspensa em 10 mL de
tampé&o Tris-HCI 0,01mol/L pH 7,2 para dosagem de atividade.

Foram feitos os seguintes ensaios: um controle (amostra sem liofilizagdo), uma
amostra liofilizada e outra, também liofilizada, contendo B-mercaptoetanol 2 mmol/L e

sulfato de manganés 10 mmol/L.

2.8. Ensaio da atividade da enzima glicerol quinase (GK)

A reacdo enzimaética da glicerol quinase foi realizada no ensaio e nos procedimentos
de leitura e calculo da atividade em espectrofotdmetro, por meio de uma modificacdo de
ensaio de WIELAND, 1962, utilizando-se da seguinte mistura: 0,07 mL de NAD 0,02
mol/L; 0,07 mL de ATP 0,05 mol/L; 0,9 mL de tampéo glicina-hidrazina (0,1 mol/L de
tampé&o glicina/HCI a pH 9,8, contendo 0,88 mol/L de hidrato de hidrazina); 0,9 mL de
glicerol 6 mM; 0,210 mL de sulfato de magnésio 0,2 mol/L; 0,330 mL de cloreto de célcio
0,1 mol/L; 0,220 mL de agua destilada; 0,400mL de glicerol-3-fosfato desidrogenase
(Sigma n° G6751); 0,200 mL de extrato enzimatico (glicerol quinase) diluido, totalizando
3,3 mL em cubeta de quartzo, em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 340
nm.

Tanto a enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, quanto o extrato enzimatico de
glicerol quinase foram diluidos em solucao tamp&o Tris-NaF 10 mmol/L, pH 7,2.

A atividade da enzima foi observada mediante 0s seguintes passos: O
espectrofotdmetro foi ajustado a 340 nm e a velocidade de reacdo foi ajustada de 15 em 15
segundos durante um intervalo de 90 segundos. O aparelho foi zerado com o branco

substrato, que € preparado com todos 0s reagentes da reacdo excetuando-se a amostra
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enzimatica, que € substituida por agua destilada, tendo como objetivo descontar a
absorbancia de cada reagente na reacao final.

Iniciou-se 0 processo com a leitura do branco-enzima, preparado com todos os
reagentes excetuando-se o substrato, cujo objetivo é descontar da reacéo a absorbancia dada
pela amostra contendo a enzima. Fez-se a leitura da reacdo contendo todos 0s reagentes e a
amostra contendo a enzima.

Os valores do branco-enzima foram subtraidos dos valores da reacdo contendo a
amostra enzimatica e as diferencas foram utilizadas para a realizacdo dos calculos de

atividade e a obtenc&o das curvas de tempo.

ur AA =V = dil
imL — pAtsgedsv

Onde:

AA= variagdo da absorbancia no comprimento de ondaem A = 340nm
V = volume do ensaio (mL)

dil = diluicdo da enzima

At = variagéo do tempo (min)

¢ = coeficiente de absortividade molar do NADH (6,22 x 10°M x cm™)
d = caminho 6tico (cm)

v = volume de amostra no ensaio (mL)

A atividade catalitica especifica foi calculada através do quociente da atividade

(U/mL) e pelo contetdo protéico (Cp) (mg/mL), sendo expressa portanto em U/mg.

2.9. Determinacao da proteina total do extrato celular de levedura

O contetdo protéico (Cp) do extrato celular de levedura foi determinado pelo

método LOWRY et. al, (1951), tendo soroalbumina bovina como padrao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecdo e comparacéao de clones

Os quatro clones da levedura geneticamente modificada foram submetidos a anélise
da atividade da enzima glicerol quinase, e apresentaram diferencas entre si (Tabela 1).
Verifica-se que o clone quatro possui o maior valor de atividade e atividade especifica.
Logo, esse clone foi utilizado para os demais experimentos e sera utilizado ao longo deste

trabalho.

Tabela 1. Atividade da glicerol quinase dos diferentes clones

Atividade  Atividade Especifica

Clones U/mL U/mg x 10°°
1 0,207 + 0,05 14,0 £ 2,00
2 0,127 + 0,02 8,0+1,00
3 0,00 0,00
4 0,318 +£ 0,00 20,0+ 2,00

% condicdes: meio BMMY contendo 0,5% de metanol, densidade inicial de célula de

0,05mg/mL e 2 dias de inducéo.

3.2. Crescimento celular (determinacgédo da biomassa)

O fator de conversdo (F) utilizado foi 0,28 (mgcélula/mL)™, que foi obtido para o
espectrofotdmetro UV-visivel Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences), e representa a
correlagdo entre valores de massa seca e absorbancia. A formula geral utilizada foi a
seguinte: [mg/mL] = F x AA x diluicdo. O valor de F corresponde ao coeficiente angular

desta curva.
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A massa seca das suspensdes concentradas de células para a linhagem de levedura
P. pastoris (7,36 mg/mL) foi determinada e, a partir desta suspensdo concentrada, foram
feitas diluicbes. A Figura 2 mostra a curva que relaciona as massas secas equivalentes, de
cada suspensdo diluida, com as absorbancias.

A regressdo linear Y = A + B*X mostrou 0s seguintes parametros: A = 3,52222 com
desvio de 0,22979, B = 0,07451 com desvio de 0,03319 e o fator de correlacdo da reta (R =
0,9916). O coeficiente angular (F = 1/B = 1/0,07451) considerado foi o fator de correlagédo
F = 0,28 com desvio padrao (SD) de 0,00258.

1,0

0,8

04 |-

Absorbancia 570nm

0.2

0,0 L 1 L 1 L 1
0,0 0,1 0,2 0,3

Massa seca (mg célula/mL)

Figura 2. Determinacdo de massa seca (mg células/mL) da linhagem P. pastoris em absorbancia a 570 nm.

3.3. Curva de crescimento

A partir do crescimento da levedura em meio BMGY foi possivel verificar no
periodo de 120 horas a producédo de biomassa e a viabilidade (Figura 3).

Segundo Peres et al., (2010), para producdo da enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase, também utilizando o sistema Pichia pastoris, 0 crescimento da levedura no

meio BMGY pode ser realizado no tempo de 24 horas, sem prejuizo da geracdo da proteina
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heter6loga. Também optamos pelo crescimento de 24 horas no preparo do inoculo nos

demais ensaios.
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Figura 3. Determinacédo de biomassa e viabilidade celular do crescimento de Pichia pastoris em meio
BMGY.

3.4. Curva de crescimento

Apdbs 96 horas de crescimento e inducdo em meio BMMY, foi possivel detectar o
tempo ideal para a determinacdo da maxima atividade enzimaética, que no caso foi de 48
horas. Na figura 4 encontra-se a producdo de biomassa e viabilidade celular, e na figura 5
encontra-se a atividade enzimatica, a qual sugere que os demais experimentos foram

realizados com 48 horas de indugéo para a expressao da enzima glicerol quinase.
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Figura 4. Determinagdo de biomassa e viabilidade celular do crescimento de Pichia pastoris em meio
BMMY.
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Figura 5. Atividade da glicerol quinase de Pichia pastoris em fungdo do tempo em meio BMMY.
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3.5. Padronizacao da concentracdo do meio BMMY

O melhor resultado obtido foi na concentracdo de 20 vezes (Figura 6), possuindo
um melhor valor na atividade enzimética e especifica, e, portanto, passamos a utilizar esta

padronizacdo para quantificar a atividade da GK.
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Figura 6. Determinacdo da atividade da glicerol quinase em funcdo da concentracdo do meio de cultura.

3.6. Efeito do tamanho do inoculo

Analises de biomassa, viabilidade e atividade de glicerol quinase ap6s 48 horas de
crescimento foram obtidas com a levedura P. pastoris utilizando densidades iniciais de
celula (tamanho do inoculo) de 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL e estdo representados
graficamente nas figuras 7 e 8. A decisdo pela melhor concentracdo inicial de células foi
feita levando-se em consideracdo a atividade da enzima, embora a biomassa tenha
aumentado com o aumento do inoculo. Assim, a partir destes dados optamos pela

concentracdo de 0,1 mg/mL, pois apresentou maior atividade.
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Figura 7. Determinacdo da producdo de biomassa e viabilidade em funcéo da densidade inicial de células de

Pichia pastoris.
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Figura 8. Atividade da enzima glicerol quinase em funcdo da densidade inicial de células de Pichia pastoris.
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3.7. Efeito da concentracdo de metanol na fase de indugdo no meio de

cultura

Normalmente, a concentracdo de metanol no meio de cultura para inducdo de
proteinas recombinantes varia de 0,5 -1,0% (v/v) usando o sistema Pichia pastoris. Mas, ha
variagfes na concentracdo de metanol, de 0,15 a 1,0% (v/v), como foi utilizado para a
elevacdo dos nos niveis de expressao da B-2-glicoproteina | dominio V (DALY e HEARN,
2005).

Testamos concentragdes de 0,25%; 0,5%; 1%; 2% e 3% de metanol no meio de
cultura apds 48 horas de crescimento e inducdo, e os dados obtidos estdo expressos nas
Figuras 9 e 10. Optamos por utilizar a concentragdo de 1% de metanol no meio de cultura

nos experimentos seguintes visto que apresentou um melhor valor de atividade enzimatica.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de metanol sobre a producéo de biomassa e viabilidade celular.
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Figura 10. Efeito da concentracéo de metanol sobre a atividade da enzima glicerol quinase.

3.8. Efeito da natureza do tampao no meio de cultura

De acordo com a literatura, o pH de melhor expressao para diferentes enzimas pode
variar (CREGG et. al.,1993), por isso, experimentos foram realizados utilizando o meio
BMMY contendo tampdo fosfato de potassio 100 mmol/L (controle), tampdo citrato de
potassio 100 mmol/L e tampdo citrato fosfato de potassio 100 mmol/L (todos a pH 6,0)
para determinar a natureza do tampé&o que melhor expressasse a enzima glicerol quinase.

Os dados de producdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade estdo
apresentados na Tabela 2. Em relagdo ao acimulo de biomassa, inicialmente os trés
tampGes foram similares, mas o tampéo fosfato de potassio mostrou-se melhor em atividade
enzimatica, assim, o tampdo fosfato de potassio foi considerado como ideal para os

proximos experimentos.
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Tabela 2. Producdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase na presenca de
diferentes tampdes.

Atividade
Tampéo Biomassa (mg/mL) = Viabilidade (%) Proteina (mg/mL) (U/mL) (U/mg x 10'3)
Fosfato de potassio 3,44 £ 0,02 93,90 £ 1,50 20,18 £ 1,44 0,637 + 0,72 31,57
Citrato de potéssio 3,02+ 0,01 65,60 + 1,60 17,68 + 1,40 0,00 0,00
Citrato fosfato de potéssio 3,91+0,01 94,20 + 0,15 23,20+ 1,18 0,255 + 0,03 10,99

3.9. Efeito do pH

Segundo Inan et al. (1999), a produgcdo da proteina heterdloga AcCAP-5
(anticoagulant peptide) apresentou maxima expressdao em pH entre 6,8 e 7,0, evitando a
degradacdo proteolitica.

No presente estudo, observa-se, que o pH 6,0 (tampdo fosfato de potassio 100
mmol/L) foi o melhor e que coincide com os protocolos sugeridos EasySelect (Invitrogen),
em gue este meio € o mais indicado na inducdo da expressdo de proteinas heterélogas. Os

dados de producdo de biomassa e atividade da GK estao apresentados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Producdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase na presenca de
diferentes valores de pH, com tampéo citrato fosfato de potassio 100 mmol/L.

Atividade
pH Biomassa (mg/ml)  Viabilidade (%) Proteina (mg/mlL) (UmL)  (Umgx10%
4,0 3,49+ 0,05 9330 & 1,45 14,66 + 1,43 0,00 0,00
5,0 3,604+ 0,03 93,00 1 1,50 17,16+ 0,83 0,00 0,00
6,0 3,91+ 0,01 94,20 + 0,15 23204 1,18 0,255 + 0,03 10,99

Tabela 4. Producdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase na presenca de
diferentes valores de pH, com tampéo fosfato de potassio 100 mmol/L.

Atividade
pH Biomassa (mg/ml)  Viabilidade (%) Proteina (mg/mL) (UmL)  (Umgx10%
6,0 3,48 10,05 93,00 + 0,20 1591 + 1,74 1,569+ 0,06 08,62
7,0 3,184 0,02 £2,40 1+ 3,00 14,24 + 1,00 13154 0,04 92,35

8,0 2,534 0,19 66,80 4 0,15 13,72 4 0,94 03824 0,00 27,84

¥
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3.10.Efeito da suplementagédo do meio BMMY

Segundo McGrew et al. (1997), em alguns casos, a adicdo de glicerol leva a
aumentos na formacdo de biomassa e maior producdo de proteina recombinante, que
coincidiu com o presente estudo. Apds adicionar diferentes fontes de carbono como acido
latico, sorbitol, acetato de amdnio e glicerol, verificamos que com a adicdo de glicerol
houve um maior aumento na producdo de biomassa e, também, da atividade enzimatica
(Tabela 5).

Dessa forma, optamos por trabalhar com o meio com este tipo de suplementacédo
nos experimentos seguintes.

Estratégias de alimentacdo mista, em que o metanol e o glicerol sdo adicionados
simultaneamente durante a fase de inducdo, tém sido aplicados para aumentar o rendimento
da proteina heter6loga (LOEWEN et al., 1997), também confirmando o resultado deste
estudo.

A adicdo de glicerol juntamente com o metanol é vantajosa, pois a utilizacdo
simultanea desses substratos garante o crescimento das células, enquanto induz a expressao
da proteina heteréloga (THORPE, D’ANJOU e DAUGULIS, 1999). No entanto, o nivel
maximo de expressdo de proteina pode ndo ser alcancado devido a repressao parcial do
promotor AOX1 pelo glicerol residual (HANG et al., 2009). Assim, varias fontes de
carbono ndo repressivas tem sido recentemente estudadas a fim de substituir o glicerol para
producdo de proteina recombinante (THORPE, D’ ANJOU e DAUGULIS, 1999).

Para Xie et al. (2005), o sorbitol é amplamente aceito como fonte de carbono nédo
repressiva para Pichia pastoris, que pode produzir niveis similares de proteina comparada
aqueles em que se adiciona glicerol. Porém, o presente estudo apresentou atividade
enzimética nula com a adicao de sorbitol, embora a biomassa tenha aumentado em relagéo
a adicao das demais fontes de carbono.

O uso de fontes de carbono que ajudam no crescimento e que ndo reprimem o

promotor AOX1 é essencial para o processo de fermentacdo (XIE et al., 2005).
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Tabela 5. Produgdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase com diferentes
suplementacdes do meio.

Atividade
Meio Biomassa (mg/ml) Viabilidade (%) Proteina (mg/ml)  (Utml)  (Wmg x10%)
BMMY (controle) 353004 04,14+ 048 14,14+ 0,18 0,764+ 0,52 54,03
BMMY + acido litico 333+ 0,08 90,88 + 1,65 15,59+ 0,31 0,127+ 0,00 8,15
BMMY + glicero] 6024 0,11 9531 + 033 1455+ 0,95 0891+ 0,00 118,14
BMMY + acetato de ambomio 362+ 0,05 93,79+ 1,10 1393+ 0,18 0,500+ 0,00 36,54
BMMY + sorbitol 567+ 0,15 94,14 + 052 14,94 4 0,54 0,00 0,00

3.11.Efeito de peptonas de diferentes procedéncias

Testamos peptonas de diferentes procedéncias no meio controle de indugéo
(BMMY) e os dados estdo expressos na Tabela 6.

A peptona da Difco apresentou melhor valor de atividade enzimatica, e a Acumedia
A foi a melhor em relagdo a atividade especifica, porém passamos a utilizar nos préximos
experimentos a da marca Difco por ter quantidade suficiente em nosso laboratério para a

continuidade do presente estudo.

Tabela 6. Producdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase na presenca de
peptonas de diferentes procedéncias.

Atividade
Peplonss __ Biomassa (mg/mL) Viabilidade (%) Protcina (mg/mL)  (UmL)  (Umgx 107)
Bacto (controle) 5,99+ 0,07 96,90 + 0,85 13,61 +331 0,509+ 0,00 374
Acumedia A 550+ 0,04 97,10+ 0,40 9241307 0,700+ 058 75,76
Difco 6,69+ 0,07 98.40 + 045 4548 + 4,15 0764+ 0,00 16,68
Merck (caseina) 7,10+ 0,02 98,304+ 0,40 15,39 + 2,95 0,00 0,00
Merck (came) 6,00+ 0,01 98,30 + 0,00 11,32 + 2,55 0,00 0,00

3.12.Efeito da adi¢do de sulfato de amdnio

Realizamos ensaios com culturas crescidas em meio BMMY com adicdo de 1% de
(NH4)2S04 e os dados estdo apresentados na Tabela 7. Observa-se que a atividade

proteolitica aumenta no meio de cultura com a adicdo de sulfato de amdnio, mas ndo ha
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melhorias na producdo enzimatica. Entdo o meio controle, sem adi¢do de sulfato de

amonio, foi utilizado nos préximos experimentos.

Tabela 7. Producdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase na presenca de sulfato
de amonio.

Atividade
(NH, )50, Biomasz (mg/ml;) Viabilidade (%) Proteina (mg/mL) {U/mlL}) {(U/mg x 10°%)
pH 6 (controlc) 6,79+ 0,08 97,00 + 0,09 0554018 0,509+ 0,00 12,87
pH 6 com (NH,}, 50, 6,51+ 027 04,41 + 0,28 M08 4271 0382+ 0,00 707

3.13.Efeito da adi¢éo da caseina e glicina

Segundo Hu et al., (2006) e Riedstra et al., (2007) a adicdo de 2% casaminoacidos
em meio BMMY para producao de anticorpo de cadeia simples (scFv) utilizando o micro-
organismo Pichia pastoris aumentou cerca de 1,5 vezes, enquanto a utilizacdo de 0,4M de
glicina no meio BMMY mostrou reducéo significativa do anticorpo, a partir da Pichia
pastoris (RIEDSTRA et al., 2007).

Em nossos experimentos (Tabela 8), ndo foi possivel realizar a medida de atividade
enzimética nos ensaios com adicdo de caseina, visto que com a adicdo desta, 0 meio
BMMY ficou viscoso, impedindo a concentragdo em membrana filtrante.

Com a adicéo de glicina 0,4 mol/litro no meio BMMY, houve induc¢do da sintese da
glicerol quinase pela levedura, mas sem a adigcdo desta, a atividade enzimética foi maior.
Dessa forma, o meio BMMY permaneceu sem adicdo de caseina 1%, 2% e glicina 0,4

mol/litro nos préximos experimentos.

Tabela 8. Produgdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase na presenca de caseina
1% e 2% e glicina 0,4 mol/litro.

Atividade
Meio Biomassa (mg/mL) Viabilidade (%) Proteina (mg/mL) (U/mL) (U/mg x 10%)
BMMY (controle) 6,93 £ 0,43 96,19 + 0,32 18,20 + 1,09 0,509 + 0,13 28,00
BMMY + caseina 1% 8,32+ 0,25 97,45+ 0,35 50,07 +2,35 0,00 0,00
BMMY + caseina 2% 8,91+ 0,41 80,00 = 0,33 50,80 = 1,00 0,00 0,00

BMMY + glicina 0,4M 6,89 + 0,09 95,68 + 0,27 19,55+ 0,79 0,382 + 0,00 19,54
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3.14.Efeito do meio de crescimento BSM

N&o obtivemos bons resultados em relacdo ao meio BSM devido ao baixo contetdo
de biomassa e atividade enzimatica nula (Tabela 9), além de problemas no preparo do meio,
tais como: precipitacdo e turvacdo, que segundo ZHANG et al. (2003), o0 meio BSM
contém sais de cations bivalentes e trivalentes que precipitam a pH acima de 5,5.

Assim, devido as dificuldade do uso do meio BSM, decidimos continuar os demais

experimentos utilizando o0 meio BMMY.

Tabela 9. Producdo de biomassa, viabilidade, proteina e atividade da glicerol quinase em meio BMMY e
BSM.

Atividade
Meio Biomassa (mg/mL) Viabilidade (%) Proteina (mg/mL) (UmL)  (U/mgx 10%)
BMMY (controle) 7,25+ 0,52 96,01 + 0,02 31,43+ 1,26 0,662+ 0,44 21,06
BSM 4,23 + 0,06 96,53 + 0,66 6,23 + 0,04 0,00 0,00

3.15.Efeito da liofilizacéo

O sobrenadante da centrifugacdo (aproximadamente 46 mL) obtido a partir de 2
Erlenmeyers do crescimento da Pichia pastoris em meio BMMY foi congelado e
liofilizado.

A Tabela 10 mostra os resultados do efeito da liofilizagdo do extrato bruto sobre a
atividade da GK. O proceso de liofilizacdo da amostra resultou no aumento da atividade da
enzimatica. A enzima liofilizada com adicdo de p-mercaptoetanol 2 mmol/L e sulfato de
manganés 10 mmol/L também obteve uma melhora na atividade da GK, quando comparado

a amostra concentrada em membrana filtrante (controle).
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Tabela 10. Efeito da liofilizacdo sobre a atividade enzimatica presente no sobrenadante do meio de cultivo
BMMY.

Amostras (U/mL)
BMMY (controle) 0,662 + 0,44
Liofilizado 0,955 + 0,00

Liofilizado com mercaptoetanol e sulfato de manganés 0,318 + 0,09
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4. CONCLUSAO

A partir dos ensaios realizados, as melhores condigdes obtidas foram:

O clone de Pichia pastoris selecionado foi o de nimero quatro.

O tempo de crescimento em meio BMGY foi de 24 horas, e o tempo de indugéo no
meio BMMY de 48 horas.

O tamanho de inoculo para a produgéo da enzima GK foi de 0,1 mg/mL.

A concentracdo inicial de metanol no meio BMMY e a inducdo por este alcool foi
de 1%.

A solucdo tampao selecionada para o meio BMMY é tampdo fosfato de potassio
100 mmol/L pH 6,0.

A suplementacdo do meio BMMY com 1% de glicerol resultou no aumento de
atividade da GK em torno de 17%.

A melhor marca de peptona utilizada no meio BMMY foi Difco. Peptonas da marca
Merck (caseina) e Merck (carne) inibiram completamente a secrecdo da enzima no
meio de inducao.

A adigdo de 1% de sulfato de amodnio no meio BMMY provocou uma redugéo na
atividade da GK da ordem de 1,3 vezes.

A adicdo de diferentes concentracdes de caseina ou 0,4 mol/L de glicina néo
mostrou aumento de atividade da enzima.

N&o houve producdo da enzima GK em meio BSM.

A concentragdo da amostra através da liofilizacdo foi mais favorével na

determinacdo da atividade da GK.
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Capitulo 3 - Estudo de parametros cinéticos da

enzima recombinante glicerol quinase.
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RESUMO

No presente trabalho, a atividade da enzima glicerol quinase (GK; EC 2.7.1.30;
ATP: glicerol 3-fosfotransferase), proveniente da levedura Pichia pastoris geneticamente
modificada, foi otimizada. O extrato celular foi liofilizado e a atividade enzimatica
realizada por meio de uma modificacdo do ensaio de Wieland, 1962. A atividade maxima
da GK foi obtida em pH 9,8, a 50°C e 2,5 uM de substrato, por metodologia cléssica, além
da presenca de sulfato de magnésio e diluicdo da enzima de 30 vezes. A enzima apresentou
alta estabilidade térmica — a atividade foi completamente mantida até 50°C, durante uma
hora— e em pH 7,0 por 7 dias, e 0 extrato liofilizado mantido sob refrigeracdo apresentou
queda na atividade enzimatica. Calculados pelos métodos de Lineweaver-Burk, Hanes-
Woolf e Eadie-Hofstee, o valor da constante de Michaelis (Km) da enzima variou entre
0,63 uM e 1,29 uM, e a Vmax, entre 1,03 U/mL e 1,43 U/mL. Utilizou-se a metodologia de
superficie de resposta (MSR) para melhor definicdo dos parametros da reacdo enzimatica,
observando-se que os valores méximos de atividade sdo obtidos aos maiores valores de pH
e baixas temperaturas e a altas temperaturas e menores valores de pH, sem um ponto
maximo no dominio experimental. Este modelo é descrito por uma superficie do tipo sela
(“saddle-like surface”), ou seja, ndo possuem um Unico ponto estacionario (maximo), mas,

sim, s@o caracterizadas por possuirem um conjunto de pontos que maximizam a resposta.

Palavras-chave: Pichia patoris, glicerol quinase, metodologia de superficie de resposta.
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ABSTRACT

In this study, the activity of the enzyme glycerol kinase (GK, EC 2.7.1.30, ATP: glycerol 3-
phosphotransferase) from the genetically modified yeast Pichia pastoris was
optimized. The cell extract was lyophilized and enzymatic activity performed by a
modification of the test Wieland, 1962. The maximum activity of GK was obtained at pH
9.8 at 50°C and 2.5 uM substrate by conventional method, besides the presence of
magnesium sulfate and diluting the enzyme 30 times. The enzyme showed high thermal
stability — the activity was fully maintained up to 50°C for one hour —and at pH 7.0 for 7
days and kept under refrigeration, freeze-dried extract showed a decrease in enzymatic
activity. Calculated by the methods of Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf and Eadie-Hofstee,
the value of Michaelis constant (Km) of the enzyme varied between 0.63 mM and 1.29
mM, and Vmax, between 1.03 U/mL and 1.43 U/mL. We used the response surface
methodology (RSM) to better define the parameters of the enzymatic reaction, noting that
the maximum activity is obtained at higher pH values and low temperatures and high
temperatures and lower pH values, without a peak in the experimental field. This model is
described by a surface of a saddle (“saddle-like surface”), and therefore do not have a
single stationary point (maximum), but rather are characterized by having a set of points

that maximize the response.

Keywords: Pichia pastoris, glycerol kinase, response surface methodology.
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1. INTRODUCAO

A levedura metilotrofica Pichia pastoris € um poderoso sistema de expressao para a
producdo de proteinas recombinantes (CELIK, CALIK e OLIVER, 2009). Em recentes
estudos, mais de 500 proteinas foram clonadas e expressas usando esse sistema
(FREIVALDS et al., 2011; HANG et al., 2009).

As vantagens deste sistema sdo a elevada expressao potencial (KOBAYASHI et al.,
2000; RICHTER et al., 2006), eficiente secrecdo extracelular (INAN et al., 2006),
modificacdes pos-traducionais (TSAI et al., 2006) e o crescimento em altas densidades
celulares em um meio minimo definidko (CEREGHINO e CREGG, 2000; HONG,
MEINANDER e JONSSON, 2002).

Além das vantagens citadas acima, esse sistema libera relativamente poucas
proteinas enddgenas no meio de cultura enquanto secretam grandes quantidades de proteina
recombinante, sendo uma grande vantagem para uma subseqiente purificacdo (SHI et al.,
2003).

A glicerol quinase é uma enzima que catalisa a transferéncia do fosfato terminal do
ATP para o glicerol formando glicerol-3-fosfato e ADP (AGOSTO e MCCABE, 2006).
Esta reacdo é reconhecida ndo somente em mamiferos, mas também em vérios tipos de
bactérias, fungos e protozoarios (KUWADA et al., 2005).

Como a determinacdo de glicerol é importante para o controle de qualidade
industrial, sdo necessarios metodos réapidos, sensiveis, confiaveis e econdmicos para a
rotina de analise (OLIVEIRA et al., 2006).

Neste trabalho, descrevemos alguns parametros cinéticos da enzima glicerol quinase
produzida pela levedura Pichia pastoris geneticamente modificada, e os resultados podem
ser (teis para uma futura elaboracdo de um kit para determinacdo rapida e eficiente de

glicerol em amostras fermentadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

Pichia pastoris geneticamente modificada foi o micro-organismo utilizado na
producdo extracelular da enzima glicerol quinase (GK), a partir do gene GUT 1 integrado
artificialmente no genoma da levedura. Essa levedura foi obtida em parceria com o grupo
do Prof. Dr. Sandro R. Valentini, FCFar — Unesp. Para a construgdo dessa linhagem, o

sistema de expressao da Invitrogen EasySelect® foi utilizado.

2.2. Preparagdo das células de Pichia pastoris para a inducdo da

glicerol quinase

Inicialmente, as células foram crescidas em meio YPDA por 24 horas a 30°C. Para
0 preparo do pré-inoculo, uma alga de célula foi transferida para 25 mL de meio BMGY
contidos em Erlenmeyer de 125 mL e submetidas a agitacdo por 24 horas a 120 rpm a 30°C.

As células foram mantidas em repouso a 4°C por aproximadamente 2 horas para a
sedimentacdo da biomassa. O sobrenadante foi descartado, e as células concentradas foram
utilizadas como inoculo, para uma densidade inicial de célula de 0,1 mg/mL, em
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de BMMY. Os experimentos foram realizados em
mesa agitadora operando a 120 rpm a 30°C durante 48 horas.

Apos as primeiras 24 horas em meio BMMY, foi adicionado um volume de metanol
para concentracdo final de 1% para manutencdo da inducgdo a fim de realizar a medida da
atividade da enzima estudada.

Apos 48 horas de crescimento e inducdo em BMMY, o conteddo do meio foi
reunido e centrifugado a 15.000 x g durante 10 minutos, a fim de retirar as células de
levedura e ficar com o sobrenadante. Esse sobrenadante foi congelado e liofilizado.

Para a dosagem da atividade enzimética, uma amostra contendo 0,45 g do material

liofilizado foi suspensa em 10 mL de tampéo Tris-HCI 0,01 mol/L pH 7,2.
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2.3. Ensaio da atividade da enzima glicerol quinase (GK)

A reacdo enzimaética da glicerol quinase foi realizada no ensaio e nos procedimentos
de leitura e célculo da atividade em espectrofotdmetro, por meio de uma modificacdo de
ensaio de WIELAND (1962), utilizando-se da seguinte mistura: 0,07 mL de NAD 0,02
mol/L; 0,07 de ATP mL 0,05 mol/L; 0,9 mL de tampéo glicina-hidrazina (0,1 mol/L de
tampédo glicina/HCI a pH 9,8, contendo 0,88 mol/L de hidrato de hidrazina); 0,9 mL de
glicerol 6 mM; 0,210 mL de sulfato de magnésio 0,2 mol/L; 0,330 mL de cloreto de calcio
0,1 mol/L; 0,220 mL de &gua destilada; 0,400 mL de glicerol-3-fosfato desidrogenase
(Sigma n° G6751); 0,200 mL de extrato enzimatico (glicerol quinase) diluido, totalizando
3,3 mL em cubeta de quartzo, em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 340
nm.

Tanto a enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, quanto o extrato enzimatico de
glicerol quinase foram diluidos em solugdo tampdo Tris-HCI, contendo NaF 10 mmol/L,
pH 7,2.

2.4. Concentracéo de substrato

Para a realizacdo desse ensaio, utilizaram-se valores de concentracdo de glicerol de
0,25 uM, 0,50 uM, 0,75 uM, 1,25 pM e 2,50 pM.

Inicialmente foi feita a determinacdo da curva de substrato, com as concentragdes
citadas acima, e a partir disso, outros ensaios foram feitos para determinacdo do pH 6timo,
temperatura 6Otima, etc. Apos obter os melhores resultados, uma nova determinagdo de
substrato foi feita com todos os valores 6timos obtidos a fim de construir uma curva de
substrato otimizada.

O célculo dos valores de Km e Vmax foi feito por trés métodos, visando-se a uma
comparacao entre eles: Lineweaver-Burk (1/v versus 1/[S]), Hanes-Woolf ([S]/v versus [S])

e Eadie-Hofstee (v versus V/[S]), a partir da curva de substrato otimizada.
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2.5. Determinacéo do pH de reagdo

Para a determinacdo do pH 6timo de reacdo, foram realizados ensaios com diversos
valores: pH 9,0; pH 9,5; pH 9,8; pH 10,0 e pH 10,5 (tampéo glicina-HCI).

2.6. Diluicdo do extrato enzimatico

O extrato enzimatico de glicerol quinase foi diluido em tampdo Tris-HCI 0,01
mol/L, pH 7,2. As dilui¢bes foram de 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 vezes.

2.7. Temperatura do ensaio

A temperatura Otima foi obtida pela realizacdo de ensaios, nas mesmas condigdes,
variando-se apenas as temperaturas de cada banho-maria, que foram de 25°C (controle),
30°C, 35°C, 40°C, 45°C 50°C, 55°C, 60°C e 70°C

2.8. Efeito da adi¢io de metais sobre a atividade da GK

A fim de testar o efeito de diferentes metais na atividade enzimaética da glicerol
quinase, foram realizados ensaios com 0s seguintes sais na concentracdo final do ensaio de
2mM: MgSO,, Na;S0O4, CuSO,, ZnSO4, KCI, CoCl; e FeCls (TININIS, 2001) e ZnCly,
MgCl,, CaCl, e FeCl, (HUANG et al., 1997).

2.9. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da enzima glicerol quinase foi determinada pela medida de
sua atividade apds incubacdo do extrato, por uma hora, em temperaturas de 30°C, 40°C,
45°C, 50°C, 55°C e 60°C. Os valores foram comparados com um controle, em que a enzima

se encontrava em temperatura de refrigeracdo (4°C). Apds uma hora, nas diversas
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temperaturas, o extrato foi diluido em tampéo Tris-HCI 0,01 mol/L pH 7,2, procedendo-se,

entdo, a dosagem.

2.10.Estabilidade ao pH

O extrato enzimatico foi armazenado a 30°C (banho-maria), em diferentes valores
de pH, por 11 dias, sendo realizadas dosagens de atividade periddicas. O tampao utilizado
foi o Tris-HCI 0,01 mol/L (pH 7,0, pH 8,0 e pH 9,0).

A pré-incubacdo da enzima nos pH indicados foram feitas, mas a medida da

atividade enzimatica foi medida no pH 6timo (pH 9,8).

2.11.Estabilidade do extrato liofilizado

O extrato enzimatico liofilizado foi armazenado em refrigeracdo (4°C) por 68 dias,

sendo realizadas dosagens de atividade periddicas para verificar a sua estabilidade.

2.12.Anélise dos dados

Em um primeiro momento, foram realizados experimentos com a finalidade de se
determinarem as melhores condi¢Oes isoladas de acdo da enzima glicerol quinase, testando
0s seguintes fatores: concentracao de substrato (glicerol), pH reacional, dilui¢do da enzima,
temperatura e diferentes tipos de metais. Nessa fase, os dados considerados neste trabalho
foram plotados em gréaficos no software OriginPro® 7.0 (OriginLab Corporation).

Em uma segunda etapa, as melhores condi¢cbes para a reacdo enzimética
(temperatura da reacdo e pH do meio reacional) foram estabelecidas pela metodologia de
superficie de resposta (MSR), mantendo constantes os restantes fatores (concentracdo de
glicerol e diluicdo da enzima). Os experimentos foram feitos seguindo-se uma matriz
central composita rotativa (“Central Composite Rotatable Design’- CCRD) em funcdo da
temperatura de reacdo e pH do meio, que consiste num modelo fatorial (ensaios 1 a 4), com

adicao de pontos estrela (ensaios 5 a 8) e centrais (ensaios 9 a 12), (Tabela 11). Realizaram-
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se assim 12 experimentos: 4 pontos fatoriais (niveis codificados como (+1) e (-1)), 4 pontos
estrela (niveis codificados como (+a= 1,414) e (-u= -1,414)) e 4 pontos centrais
(codificados como 0). A temperatura variou de 43°C a 55°C e o pH, de 9,5 a 10,1. O
estabelecimento dessas variacdes foi baseado nos resultados previamente obtidos, onde a
concentracdo de glicerol foi fixada em 2,5 uM e a enzima 10 vezes diluida.

Os experimentos foram feitos seguindo-se um modelo fatorial, com adicdo de
pontos centrais, em funcdo da temperatura de reacdo e pH do meio (Tabela 1). Realizaram-
se 12 experimentos: 8 pontos fatoriais (niveis codificados como (+1) e (-1)) e 4 pontos
centrais (codificados como 0). A temperatura variou de 43°C a 55°C, a concentracdo de
substrato, e o pH, de 9,5 a 10,1. O estabelecimento dessas variagcbes foi baseado nos
resultados previamente obtidos.

Os resultados dos 12 experimentos foram analisados por meio do software
"Statistica TM", versdo 6 (Statsoft®, Tulsa, EUA). Calcularam-se os efeitos linear e
quadratico de cada uma das variaveis independentes sob estudo, assim como suas
interacBes na atividade da glicerol quinase. A significancia foi avaliada por analise de
variancia. A superficie, descrita por uma equacao polinomial de segundo grau em fungéo
dos fatores com efeito significativo, foi ajustada aos dados experimentais, sendo o ajuste
avaliado pelos coeficientes de determinacéo R? e R? ajustado (Radj?) (CAGULA e SINGH,
1984; HAALAND, 1989).



Tabela 11. Matriz de experiéncias com os niveis codificados e descodificados.

Niveis codificados

Niveis descodificados

Ensaio T pH T(°C) pH
1 -1 -1 45 9,6
2 -1 1 45 10,0
3 1 -1 55 9,6
4 1 1 55 10,0
5 -1,4142 0 43 9,8
6 1,41421 0 57 9,8
7 0 -1,41421 50 9,5
8 0 1,41421 50 10,1
9 0 0 50 9,8
10 0 0 50 9,8
11 0 0 50 9,8
12 0 0 50 9,8
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Concentracéo de substrato

O substrato utilizado para a reacdo de dosagem da glicerol quinase foi o glicerol. A
Figura 11 mostra a atividade da GK em rela¢do a concentracdo de substrato. O aumento
inicial da atividade deve-se, provavelmente, a maior interacdo entre substrato e enzima.
Essa interagdo vai diminuindo devido a redugdo da concentracdo de enzima livre no meio
de reacdo, na formacdo do complexo enzima-substrato e do subseqtiente produto.

A atividade demonstra linearidade até a concentracdo de 2,5 uM de glicerol, com

coeficiente de correlacédo linear de 0,98, ponto considerado 6timo para o ensaio.

0,7

y =0,21874x + 0,08232
R2=0,97914

Atividade (U/mL)

L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Concentragao de substrato (uM)

Figura 11. Efeito da concentracdo de glicerol sobre a atividade da glicerol quinase.
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3.2 Determinacéo do pH de reagdo

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH para o qual a sua atividade é
méaxima. Assim, a velocidade da reacdo diminui @ medida que o pH se afasta desse valor
6timo. A influéncia do pH sobre a catalise enziméatica é exercida sobre 0s grupos
dissociaveis de varios aminoécidos. Alguns desses grupos podem fazer parte do sitio ativo
ou ser importantes na manutengéo da estrutura espacial da molécula (TORRES, 2001).

A Figura 12 mostra que o pH 6timo da GK de Pichia pastoris no presente estudo foi
9,8. O pH otimo é proximo dos valores encontrados por Huang et al. (1997) para a GK
de Thermus flavus, que foi entre 9,0 e 9,5, e por Hayashi e Lin (1967), de pH 9,8 em E.

coli.

0,8
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Figura 12. Efeito do pH sobre a atividade da glicerol quinase.

Krakow e Wang (1990) estudaram GK de Trypanosoma brucei, e a atividade otima

foi igual entre pH 7,0 e 9,5. Ramabrahmam e Subrahmanyam, (1983) também estudaram o
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pH da GK, porém em larvas de Culex pipiens fatigans, a enzima foi ativa em uma ampla
faixa de pH alcalino (7,0-12,0), e mostrou pH 6timo de 7,0 e 10,0.

O pH otimo deste estudo foi superior ao da GK de Trypanosoma brucei — de pH
8,5 (STEINBORN et al., 2000), na faixa de 7,0 e 8,0 de Debaryomyces hansenii (Nilsson,
Klaus e Adler, 1989) e 8,0 (KRALOVA et al., 2000; SAKASEGAWA et al., 1998) —,
alétm da GK de bacterias lacticas Pediococcus pentosaceus, cujo pH otimo foi 7,0
(PASTERIS e STRASSER DE SAAD, 1998).

3.3. Diluig&o do extrato enzimatico

Na Figura 13, observa-se que o melhor valor de diluicdo do extrato enzimatico foi
de 30 vezes.

A diluicdo da enzima durante o ensaio da atividade ndo deve ser maior que 30
vezes, pois a partir desse ponto ndo existe uma correlagdo linear entre absorbancia e

diluicdo do extrato celular.
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Figura 13. Efeito da diluicdo do extrato enzimatico sobre a atividade da glicerol quinase.
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Aragon (2008), estudando a GK, de Saccharomyces cerevisiae, determinou que na
diluicdo de 60 vezes, atingiu-se a concentracdo ideal de enzima para um melhor valor de
atividade enzimaética.

3.4. Temperatura do ensaio

As velocidades das reacfes enzimaticas aumentam com a elevacdo da temperatura,
até atingir a maior velocidade. Temperaturas elevadas aumentam a velocidade da reacédo
enzimatica, por intensificar a energia cinética das moléculas componentes do sistema e a
probabilidade de choques efetivos entre elas. No entanto, temperaturas mais altas levam a
desnaturacdo da enzima, ou seja, a perda de sua atividade catalitica, por alterarem as
ligacbes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional (TORRES, 2001).

Dentro de um intervalo relativamente pequeno de temperatura (por exemplo, 0 °C a
50°C), a velocidade de uma reacdo catalisada por enzima comumente aumenta no inicio
para depois diminuir, & medida que a temperatura se eleva, fazendo parecer que existe um
otimo de temperatura no qual a enzima é a mais ativa (MORRIS, 1972).

Na Figura 14, observa-se que a temperatura 6tima para o ensaio da GK foi de 50°C.
A partir desse ponto, nota-se clara diminui¢do da atividade, por possivel desnaturagdo da

enzima.
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Figura 14. Efeito da temperatura sobre a atividade da glicerol quinase.

A temperatura 6tima encontra-se dentro da faixa 6tima estudada por Huang et al.
(1997), em GK de Thermus flavus, que foi entre 50°C e 70°C.

J& para Ramabrahman e Subrahmanyam (1983), a enzima glicerol quinase de Culex
pipiens fatigans teve uma maxima atividade em 37°C, e foi estavel ao calor por 10 minutos
a 60°C. Em contrapartida, para Sakasegawa et al. (1998), a GK de Flavobacterium
meningosepticum, foi ativa em 80 °C.

A reta tangente foi tracada no gréafico de Arrhenius (Figura 15), apenas nos pontos
crescentes de atividade enzimatica (35°C a 50°C), possibilitando o célculo da energia de

ativacéo, que foi de 13,89 Kcal mol™.

0,7
y =-3034,72x + 10,01965
R=-0,9903
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Figura 15. Determinagdo da energia de ativacdo segundo Arrhenius.

3.5. Efeito da adi¢do de metais sobre a atividade da GK
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O efeito da adicdo de sais sobre a atividade da GK foi determinado utilizando
diferentes compostos salinos, na concentracdo final no ensaio de 2 mM, como pode ser
observado na Tabela 12.

A adi¢do do sal sulfato de magnésio, que estava sendo usado até entdo, apresentou o
melhor valor de atividade enzimatica (0,637 U/mL) e foi usado nos proximos experimentos.

A adicdo dos metais sulfato de cobre, cloreto de zinco e cloreto de magnésio
apresentam valores de atividade abaixo do sulfato de magnésio, e adicGes de sulfato de
sodio, sulfato de zinco, cloreto de potéssio, cloreto de cobalto, cloreto de célcio e cloreto

ferroso inibiram completamente a reacéo.

Tabela 12. Efeito da adi¢do de sais no ensaio enzimético da glicerol quinase.

Sais metélicos Atividade
(2 mM) (U/mL)
MgSQ, (controle) 0,637 £ 0,00
Na,SO,4 0,00
CuSO,4 0,191 + 0,00
ZnS0Oy 0,00
KCI 0,00
CoCl, 0,00
FeCls -
ZnCl, 0,263 + 0,00
MgCl, 0,454 + 0,00
CaCl, 0,00
FeCl, 0,00

(-) ndo foi possivel a leitura

Nilsson, Thomson e Adler (1989) também estudaram o efeito de alguns sais sobre a
atividade da GK, porém, da levedura Debaryomyces hansenii, € 0 aumento nas
concentracBes de KCI e Na,SO, causaram ativacdo da enzima, sendo que no presente

trabalho esses sais inibiram a atividade enzimatica.
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Segundo Ramabrahman e Subrahmanyam (1983), a enzima GK mostrou absoluta
exigéncia de fons Mg*? para uma 6tima atividade enzimatica, enquanto nenhuma atividade
significativa foi observada com Ca®*, Co*, Ni?*, Cu®*, Zn**, Cd** e Ba**. Uma significativa
atividade foi observada com fons Mn?",

Tininis (2001), observou atividade enzimatica 6tima com o uso de MgSQ,, assim
como no presente trabalho, e significativa atividade para os sais ZnSO4 e KCI, diferente
deste estudo. Huang et al., (1997) obteve a melhor atividade enzimatica utilizando também
o fon Mg?*, porém a atividade néo foi afetada pelos fons MgCl,, ZnCl, e CuSOs,.

Sakasegawa et al. (1998) estudando GK de Flavobacterium meningosepticum,
percebeu uma queda da atividade de 57% com FeCl, (2 mM), e nenhum dos seguintes sais
(2 mM) tiveram influéncia na atividade enzimatica: MgCl, CaCl,, ZnCl, CoCl, CuSO, e
MnCl,.

Koga et al. (1998) verificaram em E. coli, que a enzima GK, clonada do gene de
Pyrococcus kodakaraensis, obteve os melhores valores de atividade enzimética na presenca
de Co® ou Zn*, que foram aproximadamente duas vezes mais elevadas que a atividade
encontrada na presenca do fon Mg®*. A enzima também exibiu elevada atividade na

presenca dos fons Mn”* e Zn?*.

3.6. Concentracéo de substrato otimizado

Visando otimizar a atividade da glicerol quinase, foi feito novamente a
determinacdo da concentracdo de substrato, porém, com os melhores valores obtidos nos
resultados anteriores.

A Figura 16 mostra a atividade da GK em relacdo a concentracdo de substrato, € a
atividade aumenta até a concentracdo de 2,5 uM de glicerol, ponto considerado 6timo para
0 ensaio.

Observando-se 0 comportamento da atividade enziméatica em relacdo ao aumento da
concentracdo do substrato, pode-se afirmar que a glicerol quinase obedece a cinética

michaeliana.
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Figura 16. Efeito da concentracdo de glicerol sobre a atividade da glicerol quinase.

A constante Km, ou constante de Michaelis, é a concentracdo de substrato a qual
corresponde uma velocidade igual a metade da méxima (TORRES, 2001). A partir dos
métodos de Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Eadie-Hofstee (Figuras 17-19), calcularam-
se 0s valores da constante de Michaelis (Km) e da velocidade maxima da reacdo (Vmax),

com o glicerol como substrato da GK. Tais valores estdo mostrados na Tabela 13.
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Figura 18. Determinagdo de Km e Vmax segundo Hanes-Woolf.
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10 | y =-0,73347x + 1,12365
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Figura 19. Determinagdo de Km e Vmax segundo Eadie-Hofstee.

Os valores de Km e Vmax foram proximos principalmente entre os metodos de
Lineweaver-Burk e de Eadie-Hofstee. Por Hanes-Woolf, os valores foram pouco
superiores, comparados aos outros calculos. Esse comportamento é normalmente observado
quando os erros experimentais que afetam a velocidade sdo pequenos (LESKOVAC, 2004).

Tabela 13. Valores de Km e Vmax, calculados pelos diferentes métodos.

Lineweaver-Burk Hanes-Woolf Eadie-Hofstee
Km (uM) 0,63 1,29 0,73
Vmax (U/mL) 1,03 1,43 1,12

Os valores de Km encontrado no presente trabalho foram baixos quando comparado
a diversos estudos, observados por Nilsson et al. (1989), em Debaryomyces hansenii, em
que o Km foi préximo de 5 mM. Janson e Cleland (1974) verificaram, em Candida

mycoderma, um Km igual a 15 uM e Thoner e Paulus (1973) um Km de 10 uM em E. coli.
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Em GK de Flavobacterium meningosepticum, o Km foi igual a 0,088 mM
(SAKASEGAWA et al.,, 1998) e para Trypanosoma brucei, o Km foi de 0,44 mM,
considerado alto em relacdo a valores de 0,01-0,02 mM encontrados em E. coli e
mamiferos (KRALOVA et al., 2000).

J& para Ramabrahman e Subrahmanyam (1983), o Km da enzima GK foi de 8,3 x

10°M que foi obtido a partir de Lineweaver-Burk.

3.7. Estabilidade térmica

A medida que se aumenta o tempo de exposicio de uma enzima em qualquer
temperatura, a fracdo total da enzima é desnaturada, e dessa forma, diminui a eficiéncia
catalitica desta. Assim, a temperatura 6tima de uma enzima é um termo sem significado até
que seja também registrado o tempo de sua exposicao a essa temperatura (MORRIS, 1972).

Dessa maneira, 0s extratos enzimaticos foram submetidos a elevacao da temperatura
(de 0°C a 60°C), por 60 minutos. A Figura 20 contém o gréfico de estabilidade térmica da
GK. Observa-se que a atividade da enzima é favorecida pelo aumento da temperatura até
50°C, passando a sofrer queda da atividade ja com 55 °C.
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Figura 20. Estabilidade da atividade da glicerol quinase, durante estocagem por uma hora, em diferentes
temperaturas.

O valor do presente trabalho é semelhante ao intervalo de 50°C a 55°C, encontrado
por Koga et al. (2001), em GK de E. coli, porém, em 20 minutos de incubacdo, e
observaram valor de Tso (temperatura em que a enzima perde metade de sua atividade) por
volta de 95°C, em GK de Thermococcus kodakaraensis.

Koga et al. (1998) verificaram em E. coli, que a enzima GK, clonada do gene de
Pyrococcus kodakaraensis, mostrou-se bastante resistente a inativagdo térmica e ainda
manteve 50% de sua atividade enzimatica, apos o0 aquecimento a 100°C, por 30 minutos.

Sakasegawa et al. (1998), estudando a GK de Flavobacterium meningosepticum,
observaram uma estabilidade da enzima a 65°C por 10 minutos e ativa em 80 °C. Além
disso, ndo apresentou perda de atividade a 37 °C por 2 semanas, enquanto Bacillus
stearothermophilus e Escherichia coli perderam mais de 90% de suas atividades nas
mesmas condigdes.

Os mesmos autores, em 2001, estudando a GK de Flavobacterium

meningosepticum, obtiveram a Tso de 69°C.
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3.8. Estabilidade em diferentes valores de pH

Ensaios de estabilidade da GK foram realizados em diferentes valores do pH (6,0-
8,0), demonstrando ser ela uma enzima de alta estabilidade (Figura 21).

No periodo analisado, vé-se que a GK é mais estavel no pH proximo a neutralidade
(pH 7,0), com valores de atividade enzimatica mais altos. A medida que o tempo passa, 0s

valores de estabilidade de todos os valores de pH testado diminuem.
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Figura 21. Estabilidade da atividade da glicerol quinase em diferentes valores de pH.

Sakasegawa et al. (1998), estudando a GK de Flavobacterium meningosepticum
encontraram ampla faixa de estabilidade em pH (3,5-11,0) comparado com E. coli (6,0-
7,0), B. stearothermophilus (3,2-9,7) e Termus flavus (6,5-11,0).

Crans e Whitesides (1985) observaram que a GK obtida de S. cerevisiae preservou
menos de 20% da atividade da enzima, apds 24 horas em pH 7,5 e a 4°C, sendo que apenas
a imobilizacdo da mesma fez com que ndo houvesse perda da atividade, por seis meses, a
4°C.
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3.9. Estabilidade do extrato liofilizado
Houve queda da atividade da glicerol quinase contida nos extratos liofilizados por

até 68 dias de estocagem, em temperatura de refrigeracdo, em torno de 4 a 5°C (Figura 22),
porém, nota-se uma boa estabilidade.
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0 12 24 36 48 60 72

Tempo (dias)

Figura 22. Estabilidade da atividade do extrato liofilizado de glicerol quinase em temperatura de refrigeracao.

3.10.Metodologia de superficie de resposta

Os efeitos lineares e quadraticos da temperatura (T) e dos valores de pH e o efeito
linear da interacdo (T x pH) na atividade da glicerol quinase sdo mostrados na Tabela 14.

No modelo final, a temperatura mostrou efeitos significantes na atividade
enzimatica da GK em nivel linear e negativo e o pH um efeito significante em nivel
quadratico e negativo, o que significa uma superficie convexa. Um efeito quadratico
negativo indicou a interacdo da temperatura com o pH, na qual o aumento do pH e da

temperatura leva uma diminuicgéo da atividade.
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Tabela 14. Efeitos estimados dos fatores temperatura (T) e pH, em niveis lineares (L) e quadraticos (Q), e as
respectivas interacdes, na atividade da glicerol quinase.

Fator/Interacédo Efeito Erro padréao t(6) p valor

Média/Interacéo 0,156000 0,024021 6,49438 0,000634
Temperatura (L) -0,066710 0,033970 -1,96377 0,097186
Temperatura (Q)  -0,036749 0,037980 -0,96760 0,370612
pH (L) 0,028437 0,033971 0,83710 0,434607
pH (Q) -0,084251 0,037981 -2,21825 0,068362
TxpH -0,206500 0,048041 -4,29837 0,005102

Apenas a temperatura (L) e o pH (Q) e a interacdo T x pH tem efeito significativo

na resposta e por isso, serdo considerados no modelo polinomial final. A Tabela 15 é o

modelo polinomial ajustado aos pontos experimentais.

Tabela 15. Coeficientes do modelo polinomial de segundo grau ajustado a atividade da glicerol

quinase.

Fator/Interacéo Efeito Erro padrdo p valor

Média/Interacdo -23,1799 7,684365 0,016648
Temperatura (L) 0,9247 0,30644  0,016621
pH (Q) 0,2460 0,079956  0,015203
T xpH -0,0950 0,031266 0,016072

Observou-se uma interacdo significativa negativa entre T e pH (T x pH), o que

significa que o aumento simultaneo da temperatura e do pH

leva a uma diminuicdo da

atividade enzimatica. Os dados experimentais podem ser descritos pelo seguinte modelo

polinomial de segundo grau:
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Atividade = -23,18 + 0,925 T + 0,246 pH? —0,095 (T x pH)

em que: a atividade e expressa em U/mL, e T é atemperatura (°C),

Nessa equacdo, foram considerados apenas fatores e interagdes mostrando efeitos
significantes de p< 0,05, ou possuindo um intervalo de confiangca menor que o valor do
efeito ou menor que o desvio padréo (dados ndo mostrados).

Para fins praticos € sempre desejavel que o modelo ajustado seja o mais simples
possivel, e que ele tenha 0 menor numero possivel de parametros sem perder a qualidade
assegurada na escolha criteriosa do delineamento experimental (RODRIGUES, 2009).

Espera-se, a partir das analises estatisticas, uma relacdo proxima entre os resultados
experimentais e os valores teoricos preditos (HAALAND, 1989; WEISBERG, 1985). Este
modelo apresentou valores de R? de 0,777 e R?%adj de 0,693, indicando que ele explica cerca
de 78 % da variabilidade dos dados experimentais. Na pratica, é desejavel que R? seja pelo
menos igual ou superior a 0,75; valores superiores a 0,90 sdo considerados muito bons
(HAALAND, 1989).

Este modelo ¢é descrito por uma superficie do tipo sela (“saddle-like surface”). Uma
vez que duas variaveis (fatores) foram consideradas (temperatura e pH), a resposta situa-se
em uma terceira dimensao, representada por uma superficies de trés dimensdes, em fun¢édo
das duas variaveis consideradas (Figura 23).

As superficies do tipo sela ndo possuem um Unico ponto estacionario (maximo),
mas, sim, sdo caracterizadas por possuirem um conjunto de pontos que maximizam a
resposta. Nesse caso, a anélise dos graficos de contorno foi Util para se encontrarem as
melhores regiGes no dominio experimental (Figura 24). Os valores maximos de atividade
sdo obtidos aos maiores valores de pH e baixas temperaturas e a altas temperaturas e

menores valores de pH, sem um ponto maximo no dominio experimental.
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Figura 23. Superficie de resposta ajustada aos pontos dos dados experimentais correspondentes a atividade da
glicerol quinase, em funcéo da temperatura e pH em concentracéo inicial de substrato (glicerol) de 2,5 uM e

diluicdo da enzima de 10 vezes.
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Fitted Surface; Variable: activ
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=,0039781
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Figura 24. Grafico de contorno das superficies de resposta apresentada na Figura 13, em funcéo da
temperatura e pH, em concentracéo inicial de substrato de 2,5 uM e diluigéo da enzima de 10 vezes.

Analisando a superficie de resposta e curvas de contorno, podemos verificar a
existéncia de uma regido Otima para a atividade enzimatica onde se encontra uma faixa de
combinacdes de pH e temperatura. Esta metodologia fornece uma informacdo bem
adequada pelo nimero de ensaios realizados. Evidentemente uma condi¢do de temperatura
e pH sera fixada para a reacdo, no entanto, este resultado de faixa 6tima das variaveis €
muito mais interessante do que apenas um valor pontual pois ele fornece informagédo sobre
a “robustez” do processo. Ou sgja, qual € a variacdo de temperatura que pode ser admitida
ao redor do seu valor 6timo e do pH 6timo, que mantém o processo na condi¢do otimizada
(RODRIGUES, 2009).
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Este resultado é fundamental na etapa da definicdo dos sensores de pH e
temperatura e dos controladores que deverdo ser adquiridos, afetando diretamente a
viabilidade e implantacdo do processo (RODRIGUES, 2009).
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. CONCLUSAO

O pH 6timo da GK de Pichia pastoris no presente estudo foi 9,8.

O melhor valor de diluicdo do extrato enzimético foi de 30 vezes.

A temperatura 6tima para o ensaio da GK foi de 50°C. A partir desse ponto, notou-
se clara diminuicao da atividade, por possivel desnaturacdo da enzima.

A adicdo do sal sulfato de magnésio apresentou o melhor valor de atividade
enzimatica (0,637 U/mL)

A atividade da GK em relacdo a concentracdo de substrato demonstra linearidade
até a concentracdo de 2,5 uM de glicerol.

A atividade da enzima é favorecida pelo aumento da temperatura até 50°C, passando
a sofrer queda da atividade ja com 55 °C.

A enzima possui alta estabilidade em diferentes valores de pH (6,0-8,0),sendo mais
estavel no pH proximo a neutralidade (pH 7,0), com valores de atividade enzimatica
mais altos.

Houve queda da atividade da glicerol quinase contida nos extratos liofilizados por
até 68 dias de estocagem, em temperatura de refrigeragdo.

Calculados pelos métodos de Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Eadie-Hofstee, 0
valor da constante de Michaelis (Km) da enzima variou entre 0,63 uM e 1,29 uM, e
a Vmax, entre 1,03 U/mL e 1,43 U/mL.

Através da metodologia de superficie de resposta (MSR) observou-se que os valores
maximos de atividade sdo obtidos aos maiores valores de pH e baixas temperaturas
e a altas temperaturas e menores valores de pH, sem um ponto maximo no dominio

experimental.
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ANEXO TECNICO

1. MEIOS DE CULTURA

1.1 YPDA

Para a manutengdo e propagagéo inicial do micro-organismo foi utilizado o meio

YPDA na seguinte constituicdo:

Extrato de levedura (BIODIaS)........cccoveiieiieiieiie e 1% (p/v)
Peptona (BACIO) .....veveiciiiieiiiiie et 2% (p/v)
GlICOSE (SYNTN) 1t 2% (p/v)
e (2] To] o] 1) SRR 2% (p/v)

Para o preparo de um litro do meio YPDA, dissolveu-se 10 g de extrato de levedura,
20 g de peptona e 20 g de glicose em 900 mL de &gua destilada. Adicionou-se 20 g de agar
e completou-se o volume para um litro. Autoclavou-se a 121°C, a 1 atm de pressdo durante
15 minutos e distribuiu-se em placas de Petri estéreis.

As culturas foram conservadas nesse meio, em geladeira a 4°C, através de

transferéncias, seguidas de crescimento em meio novo (repicagem) a cada experimento.

1.2. BMGY

O meio BMGY foi utilizado para o crescimento no inoculo e € constituido por:

Extrato de levedura (BiODIas).........ccccoveiiiiiiiiiiic e 1% (p/v)
Peptona (BACTO) ....cccvvieiiiiiiiie et 2% (p/v)
Tampéo fosfato de potassio.........ccccccvvevieeiieeninnnnn, 100 mmol/L com pH 6,0 (v/v)

YNB (DIfCO) .vvieiiiiiiieesiie et 1,34% (p/v)
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Biotina (Sigma B4501-1G) ......coovuvvvereeeeiieeeeseeeeseieenesssseneseeis 4 x10°% (p/v)
GHCErOl (SYNEN) weeeeiiiee e 1% (v/iv)

Preparo das solucdes estoques:

Tampéo fosfato de potassio 1mol/L, pH 6,0: foi adicionado 13,2 mL de K2HPO4 (Reagen)
1 mol/L a 86,8 mL de KH2PO4 (Synth) 1 mol/L, se necessario, ajustou-se 0 pH com
NaOH (Synth) para pH 6,0. Esterilizou-se em autoclave a 121°C, a 1 atm de pressdo

durante 15 minutos. O tempo de estabilidade é maior que um ano quando conservado a 4°C.

Solucédo de YNB 13,4%: foi dissolvido 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 pm).

A solucdo se mantém estavel por um ano quando conservado a 4°C.

Solucéo de biotina 0,02%: dissolveu-se 20 mg de biotina em 100 mL de agua destilada e
esterilizou-se por filtracio em membrana Millipore de PVDF (0,22um). A solugéo se

mantém estavel aproximadamente um ano quando conservado a 4°C.

Glicerol concentrado: autoclavou-se uma quantidade suficiente de glicerol, a 121°C, 1 atm

de pressao durante 15 minutos.

Para o preparo de um litro do meio de cultura BMGY dissolveu-se 10 g de extrato
de levedo e 20 g de peptona em 790 mL de agua destilada. Autoclavou-se a 121°C, a 1 atm
de pressdo durante 15 minutos. Adicionou-se 100 mL de tampéo fosfato de potéassio 100 m
mol/litro pH 6,0, 100 mL de YNB (10X), 2 mL de biotina 0,02% e 10 mL de glicerol

concentrado.

1.3. BMMY

O meio BMMY foi utilizado para a expressdao da atividade da enzima, e é

constituido por:



Extrato de levedura (BiObras)..........ccccoveviiiiiiiiiii e 1% (p/v)
Peptona (BACIO) ....cccvvveiiiieiiie ittt 2% (p/v)
Tampao fosfato de potassio.........ccevvviveieiiennnnnn, 100 mmol/L com pH 6,0 (v/v)
YNB (DIFCO) ceiiiiiieeiiiiee ettt 1,34% (p/v)
Biotina (Sigma B4501-1G) .........cccvevrieeeirreieseeeeeeesesessieee s 4 x10°% (p/v)
Metanol (QREMIS) ......oiiiiiiiie e 0,50u 1% (v/v)

Preparo das solucdes estoques:
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As solucdes de tampdo fosfato de potassio 1 mol/L, pH 6,0, YNB e biotina foram

preparadas como descrito anteriormente.

Solucdo de metanol 5%: adicionou-se 5 mL de metanol em 95 mL de &gua destilada e

esterilizou-se por filtracdo em membrana Millipore de PVDF (0,22um). A solugdo se

mantém estavel a aproximadamente dois meses quando conservado a 4°C.

Para o preparo de um litro do meio de cultura BMMY dissolveu-se 10 g de extrato

de levedo e 20 g de peptona em 700 mL de &gua destilada. Autoclavou-se a 121°C, a 1 atm

de pressdo durante 15 minutos. Adicionou-se 100 mL de tampao fosfato de potassio 100 m
mol/L pH 6,0, 100 mL de YNB (10X), 2 mL de biotina 0,02% e 100 mL de metanol 5%.

1.4. BSM

O meio BSM foi utilizado em um dos ensaios a fim de substituir o meio BMMY,

para os experimentos de inducdo da enzima glicerol quinase e é constituido por:

GHICEIOL. e 40 g (v/Iv)
H3PO4 85%0 .. 26,7 ml (p/p)
(OF 151 © PP PR PPSR 0,93 g (p/v)

NG @ TR 18,2 g (p/V)



MOSO4. TH20 ..o 14,9 g (p/v)
KOH e 4,13 g (p/v)

CUSON...s 6 g (p/v)
KL e 0,08 g (p/v)
VIS oo, 39 (p/v)
NBA2ZMOON.....ooeeeeessseseesr sttt 0,29 (p/v)
HaB O oo, 0,02 g (v/v)
COC ..ttt 0,59 (p/v)
ZNCh2 oo 20 g (p/v)
FESO4. TH2O . 65 g (p/v)
BHOTING ..ot 0,2 g (p/v)
H2SO4 98%0 ..o 5 mL (v/v)
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Para o preparo de um litro do meio BSM adicionou-se 40 g de glicerol, 26,7 mL
(p/p) H3PO4 85%, 0,93 g de CaSO,, 18,2 g de K,SOq4, 14,9 g de MgS0,4.7H20, 4,13 g de

KOH, e quantidade suficiente de agua para completar 1 litro. Ajustou-se o pH 5, com

NH4OH 28%, e esterilizou em autoclave a 121°C por 15 min. Em temperatura ambiente, foi

adicionado 4,35 mL de solucgéo de traco de sais.

Solucgdo traco de sais: Dissolveu-se 6 g de CuSQOy4, 0,08 g de KI, 3 g de MnSQq, 0,2 g de
Na;MoQ,, 0,02 g de H3BO3, 0,5 g de CoCl,, 20 g de ZnCl,, 65 g de FeSO,4.7H,0, 0,2 g de
biotina, 5 mL de H,SO, 98% (p/p), em 1 litro de agua. Esterilizou por filtracéo e foi

estocado a 4°C.



2. SOLUCAO DE RINGER

A solugéo de Ringer foi preparada a partir da seguinte constituicao:

Azul de metileno (Laborclin) ........ccooeeviiiiiiiiice e 0,00002% (v/v)
Cloreto de SOI0 (SYNtN) ...c..oiviiiiiieeee e 0,0009% (p/v)
Cloreto de potassio (SYNth) .........cocvveeiieeiiieiiie e 0,062% (p/v)
Cloreto de calcio (SYNth)......ccveiieiiiie e 0,048% (p/v)
Bicarbonato de s0dio (REAJEN).........ccueeiuieiiieiieiieiie e 0,02% (p/v)
GlICOSE (SYNTN) o 1,0% (v/v)

A solucdo foi mantida a 30°C.
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3. SOLUCOES ESTOQUES PARA O ENSAIO DA ATIVIDADE DA ENZIMA

GLICEROL QUINASE

Solucéo tampéo de diluicdo Tris-HCI 10 mmolL, pH 7,2, contendo 10 mmol/L de NaF:
pesou-se 0,1211g de Tris (hidroximetilamino metano, Sigma T1503-500G) e 0,042g de
NaF (fluoreto de sédio, Merck), adicionou-se 80 mL de agua destilada, ajustou o pH com

HCI (Vetec) 6 mol/L e completou-se o volume para 100 mL.

Solucéo tampéo de dosagem glicina-hidrazina, pH 9,8: pesou-se 0,75g de glicina (Merck),
adicionou-se 18,53 mL de hidrato de hidrazina (solucdo 25%, Dinamica), ajustou-se o pH

para 9,8 com HCI (Vetec) 6 mol/L e completou-se o volume para 25 mL.

Glicerol 6 mmol/L: mediu-se 43,8 uL glicerol (Sigma G7757-1L, densidade 1,262 e pureza
> 99,0%) e completou-se o volume para 100 mL com &gua destilada. Conservou-se a

solucéo em geladeira.

Solucgéo de ATP 0,05 mol/L: pesou-se 0,0551 g de ATP (Sigma A3377-5G) e dissolveu-se

em 2 mL de &gua. Preparou-se no instante do uso e manteve-se a solu¢do em banho de gelo.

Solugdo NAD 0,02 mol/L: pesou-se 0,0265 g de BNAD (Sigma N6522-1G) e dissolveu-se
em 2 mL de &gua destilada. Preparou-se no instante do uso e manteve-se a solucdo em

banho de gelo.

Solucdo de cloreto de calcio 0,1 mol/L: pesou-se 0,3676 g de CaCl,.2H,0O (Synth),
dissolveu-se em 15 mL de agua destilada e completou-se o volume para 25 mL. Conservou-

se a solucdo em geladeira.

Solucdo sulfato de magnésio 0,2 mol/L: pesou-se 1,2324 g de MgSO,.2H,0 (Synth) e
dissolveu-se em 15 mL de &gua destilada e completou-se o volume para 25 mL. Conservou-

se a solucdo em geladeira.
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4. SOLUCOES PARA DETERMINACAO DE PROTEINA TOTAL

O contetdo protéico (Cp) do extrato celular de levedura foi determinado pelo
método LOWRY et. al, (1951), tendo soroalbumina bovina como padrdo e utilizando as

seguintes solucoes:

- Reagente A: solucdo de Na,COs3 (Synth) a 2% em NaOH (Synth) 0,1N

- Reagente B: solucéo de CuS0O,4.5H,0 (Synth) a 0,5% e citrato de sodio (Synth) 1%

- Reagente C: no momento de usar, misturar 50 mL do reagente A + 1 mL do reagente B
- Reagente D: reagente de Folin Ciocalteau (Imbralab), diluido com &gua destilada a 1:2
- Solucéo padréo de albumina de soro bovino (BSA), Inlab

- 5mg de albumina em 50 mL de NaOH 0,1N
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