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Producao de uma xilanase fungica por
Komagataella phaffii em biorreator
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Resumo

As xilanases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes B-1,4 presentes na hemicelulose que
compde a parede celular vegetal. Essas enzimas sdo produzidas por bactérias, fungos e
plantas. Por apresentarem diversas aplicagdes, como na fabricacdo de paes, na industria
farmacéutica, na fabricacdo de celulose e na geracdo de biocombustiveis, o objetivo
desse trabalho foi escalonar a producdo de uma xilanase de origem fungica (F43 GH
10-03) por Komagataella phaffii em biorreatores para futura aplicacdo biotecnoldgica.
Os cultivos foram realizados com fluxo de arentre 0,1 a 4,0 vwvm, pO, fixado em 25%,
os indculos com densidade dtica a 600 nm iniciais fixadas em 2, 4 e 6 e temperatura de
30°C. Apds fase de crescimento celular, foi estabelecida uma alimenta¢do com glicose
50% (m/v) (fluxo de 4 g/L/h) por modelo exponencial com fator de crescimento u=0,2
por 70 h. Incialmente, a xilanase foi produzida em frascos apresentando atividade de
1,5 Ul/mL entre 24 a 72 h de cultivo. A producdo da xilanase em biorreator realizada
em trés condigbes com DO, inicial fixada em 2, 4 e 6 mostrou que todos os cultivos
apresentaram atividade de xilanase a partir de 14,5 h, com secrecdo de xilanase
ascendente, com atividade variando entre 12 e 23 Ul/mL, e a DO, variando entre
197 e 234, com producdo de proteinas totais entre 0,26 e 0,48 g/L. A analise por
eletroforese mostrou uma banda de 55 kDa correspondendo a xilanase F43 GH 10-03.
Dos trés cultivos realizados, a estratégia com DO, inicial fixada em 4 apresentou a
maior atividade especifica (70,7 Ul/mg de proteina). Essa condicdo pode ser utilizada
para o inicio de estudos de otimizacdo de producdo dessa enzima em biorreator.
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Introducao

As xilanases sdo enzimas que realizam a hidrdlise da xilana por meio das ligacdes
B-1,4 presentes na hemicelulose que compde a parede celular vegetal. A xilana junto
com a celulose e a lignina formam a parede celular primdria e secundaria da parede
vegetal (Pinto, 2005). As endo B-1,4-xilanases compdem o maior grupo de enzimas
que participam da hidrdlise da xilana. As endoxilanases sdo produzidas por diferentes
organismos, como bactérias, leveduras, fungos filamentosos e plantas terrestres
(Polizeli et al., 2005). As xilanases fungicas possuem maior aplicagdo comercial por
apresentarem caracteristicas favoraveis, como atividade em uma ampla faixa de pH,
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estabilidade térmica, resisténcia a protedlise, alta atividade especifica e secrecao para o
meio extracelular, facilitando o processo de obtencdo e purificacdo da enzima (Qiu et al.,
2016). As xilanases de origem fungica apresentam variacdao de massa molecular entre 7
e 60 kDa, faixa de atividade nos pHs entre 3,5 e 6,0 e em temperaturas de 40 a 60°C (Tan
et al., 1987). Essas enzimas também sao classificadas segundo sua estrutura primaria
e os dobramentos dos dominios cataliticos, sendo divididas em diferentes familias. As
endoxilanases entdo agrupadas nas familias GH10 e GH11 (Henrissat et al., 1993). As
endoxilanases da Familia GH10 sdao enzimas de alta massa molecular com um dominio
catalitico acompanhado de um dominio de ligacdo a carboidratos (CBM), especifico para
a celulose (Henrissat et al., 1993).

As xilanases apresentam diversas aplica¢cdes, como na fabricacdo de paes, naindustria
farmacéutica, na fabricacdao de papel e celulose e na geragdo de biocombustiveis, em
conjunto com outras enzimas. Apesar de suas inUmeras aplica¢des industriais, o uso das
xilanases com finalidade comercial permanece limitado por diversos fatores, como o alto
custo de obtencdo das enzimas nativas e baixo rendimento (Sarrouh et al., 2012). Com
o desenvolvimento da engenharia genética e de bioprocessos, um novo caminho para
producdo dessas enzimas se abriu permitindo aplicagcdes de amplo espectro, de forma
economicamente mais vantajosa (Datta et al., 2013). A levedura Komagataella phaffii,
€ uma levedura amplamente utilizada na producdao de enzimas recombinantes com
aplicacdo biotecnoldgica e farmacéutica, por secretar grande quantidade de proteinas e
atingir altas taxas de densidade celular e possuirem maquinaria necessaria para realizar
modificagdes pods-traducionais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi produzir uma
xilanase de origem fungica (F43 GH 10-03) por K. phaffii em biorreatores de bancada.

Material e Métodos

Producao de xilanase em frascos aletados

Um clone da levedura K. phaffii expressando a xilanase F43 GH 10-03 contendo
o vetor de expressao constitutivo pGAPaA-Xyl10-03 foi crescido em placas contendo
o meio YPD/agar e zeocina (100 pg/mL). Adicionalmente, um clone de K. phaffii
contendo o vetor vazio pGAPaA foi crescido nas mesmas condi¢des e utilizado como
controle negativo nos ensaios de expressao em frasco. Uma col6nia de cada construcao
foi inoculada em 5 mL de meio YPD liquido em falcon estéril de 50 mL. Apds atingir
densidade 6tica a 600 nm (DO, ) de 1 (EasySelect ™ Pichia Expression Kit, ThermoFisher)
este foi transferido para frascos de 1 L, contendo 100 mL de meio YPD. Os cultivos foram
realizados em shaker a 200 rpm a 30 °C. A cada 24 h, uma aliquota de 1 mL foi retirada,
avaliada quanto atividade de xilanase e DO, , e em seguida, a indugdo foi suplementada
com 2% de glicose (m/v), com duragdo de 72 h.

Producao de xilanase em biorreator de bancada

A producdo da xilanase F43 GH 10-03 em biorreator foi realizada a partir do cultivo
de um pré-indculo em frascos aletados de 1 L contendo 100 mL de meio YPD. Apds
crescimento de 24 h, as células foram inoculadas em biorreatores em diferentes

densidades celulares iniciais (DO, ): 2, 4 e 6. Para realizagdo desses ensaios foram
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utilizados biorreatores Minifors de 2,0 L de capacidade contendo 1 L de meio mineral
(Mauher et al., 2006), em cada dorna. Os parametros gerais do cultivo foram: pH 5,5,
glicose inicial 40 g/L, agitacdo inicial de 1000 rpm. Apds consumo total da fonte de
carbono, foi ativada uma cascata com agitacao variando entre 100 e 1.200 rpm, para
manter a demanda de pO, no nivel desejado. O fluxo de ar utilizado no sistema foi
de 2 vwm (2 litros de ar/minuto/litro de meio) até consumo total da glicose inicial e,
posteriormente, na cascata, foi modificado para variar entre 0,1 a 4,0 vwvm. O nivel de pO,
dos cultivos foi fixado em 25% (v/v) e as DO,,, iniciais das fermentacdes foram fixadas
em 2 para a dorna 1; 4 para a dorna 2 e 6 para a dorna 3. Apds fase de crescimento
celular, iniciou-se a alimentagdo com glicose 50% (m/v) (fluxo de 4 g/L por hora) por
modelo exponencial utilizando-se como fator de crescimento p:0,2 baseado em dados
da literatura (Calik et al., 2015). O tempo total do cultivo para as trés dornas foi de 70 h.

Atividade de xilanase

Para o ensaio foi utilizado o substrato xilana Beechwood (Sigma-Aldrich, EUA) na
concentragdo 7% (m/v) em solugdo tampdo citrato de sédio 100 mmol/L em pH 5,0. A
reacao foi realizada a partir de 5 plL de extrato enzimatico e 10 plL da solugdo de xilana
incubada por 15 min a 50 °C. Em seguida, foi adicionado 30 uL de solugdo de DNS e a
mistura foi aquecida a 95 °C por 10 min. Por fim, adicionou-se 150 pL de agua destilada
e transferiu-se 150 pL do ensaio diluido para uma placa de leitura de 96 pogos. Os
acucares redutores produzidos pela reacao foram medidos pelo método do DNS (Miller,
1959), com a absorbancia medida a 540 nm em leitor de placas. A curva padrao foi
construida a partir de uma solucdo de xilose 10 g/L, utilizando-se diferentes dilui¢oes
(Miller, 1959). Uma unidade de atividade enzimatica (Ul) é definida como a quantidade
de enzima que produz 1 umol de aglcar redutor por minuto, nas condi¢des de ensaio.

Caracterizagao do cultivo obtido em biorreator

As andlises de densidade celular (DO, ) foram estimadas por absorbancia
a 600 nm. Os sobrenadantes do cultivo, utilizados para a quantificagdo de glicose e
proteina foram obtidos por centrifuga¢do a 12.000 x g, por 15 min. A quantificagcdo de
glicose foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC com detector
de indice de refragdo (RID) em coluna cromatografica Aminex HPX-87H (Bio Rad). O
perfil das proteinas presentes nos sobrenadantes foi caracterizado por eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE 12%) (Manual Bio Rad) e a coloragao das proteinas por prata.
A guantificagdo de proteinas totais dos sobrenadantes foi realizada pelo método BCA
(Bicinchoninic acid kit, Sigma). Para a quantificacdo de proteinas, inicialmente, um
procedimento de precipitacdo desta em amostras do sobrenadante foi realizado com
acetona 100% (v/v). As amostras foram pré-incubadas a -20 °C, e a mistura desta com
acetona foi incubada por 1 h a -80 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
(12.000 x g, 30 min), e os precipitados proteicos obtidos foram lavados 1 vez com
acetona, secados em temperatura ambiente e ressuspendidos com dgua destilada na
mesma proporg¢ao de volume inicial.
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Resultados e Discussao

O ensaio de producdo da xilanase fungica F43 GH 10-03 em frascos aletados mostrou
que em 24 h, a produgdo de enzima foi de aproximadamente 1,5 Ul/mL (Figura 1A),
mantendo-se nessa faixa até 72 h de cultivo, mesmo com a suplementacdo de glicose
2% (m/v) a cada 24 h. O aumento do crescimento celular foi observado até 48 h,
mantendo-se a mesma DO___ até o final do cultivo (Figura 1B). Portanto, sugere-se que o
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tempo maximo de cultivo nessa condicdo utilizada seja de 48 h.
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Figura 1. Perfil de produgdo da xilanase GH 10-03 recombinante (A) e do crescimento celular (B) por K. phaffii em
meio YPD em 72 h de indugdo. O controle negativo do experimento foi realizado pelo cultivo de K. phaffii contendo o
vetor pGapZaA vazio.

A producdo da xilanase recombinante em biorreator foi realizada em trés condicdes,
variando-se a densidade celular (DOGOO) inicial dos cultivos em 2, 4 e 6, mantendo-se o
nivel de pO, controlado em 25%. Os resultados obtidos mostraram que todos os cultivos
apresentaram atividade de xilanase a partir de 14,5 h de cultivo. O perfil de secrecao
de xilanase foi ascendente em todos os cultivos, com valores de atividade enzimatica
variando entre 12 e 23 Ul/mL, de densidade celular (DOSOO) variando entre 197 e 234,
e com quantidade maxima de proteina secretada entre 0,26 e 0,48 g/L (Tabela 1). Os
resultados obtidos mostraram que dos trés cultivos realizados, a estratégia utilizada
com DO__inicial de 4 apresentou maior atividade especifica (70,7 Ul/mg de proteina

600
secretada) (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil das fermentagSes da cepa de K. phaffii em biorreator produzindo a xilanase recombinante F43

GH 10-03 com densidade celular inicial dos cultivos em 2, 4 e 6, e niveis de pO, controlados em 25% (v/v).

Xilanase Tempo DO, DO Final Proteina total Atividade Atividade especifica
(horas) Inicial 600 g/L total (Ul/mL) (Ul/mg ptn)

Dorna 1 70,0 2 197,3+2,6 0,48 + 0,01 12,6 £ 0,3 26.,2+0,3

Dorna 2 70,0 4 230,6 £ 6,3 0,26 + 0,02 18,4+ 0,4 70,7+0,4

Dorna 3 70,0 6 234,6 £ 8,7 0,46 + 0,01 23,1+0,1 50,2+0,1
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Os resultados obtidos mostraram que houve consumo da fonte de carbono
adicionada aos cultivos até 60 h. Apds essa etapa, houve acimulo de glicose em todas
as dornas entre 20 e 25 g/L (dados ndo mostrados), portanto, o fator de alimentacdo
utilizado neste cultivo pode ser reduzido para concentragdes menores que 4 g/L por
hora. Ao longo dos cultivos houve crescimento celular de forma ascendente até 70 h,
com producdo de proteinas soltveis (dados ndo mostrados). Em todos os cultivos foi
observada producdo de xilanase recombinante, com bandas mais pronunciadas da
xilanase recombinante nos cultivos com DO inicial de 4 e 6. Os resultados obtidos por
eletroforese mostraram que somente duas bandas proteicas foram secretadas por K.
phaffii, sendo a banda de aproximadamente 55 kDa correspondente a xilanase F43 GH
10-03 (Figura 2). A producdo da enzima nos trés cultivos foi maior entre 48,5 a 70 h
(dados ndao mostrados).

Figura 2. Perfil eletroforético de proteinas sollveis presente no sobrenadante de K. phaffii expressando a xilanase
F43 GH 10-03 em biorreatores com diferentes densidades celulares (DO, ) iniciais. A) Eletroforese do cultivo com
DO, inicial 2. B) Eletroforese do cultivo com DO, inicial 4. C) Eletroforese do cultivo com DO, inicial 6. O volume
de amostra do sobrenadante aplicado no gel foi de 10 pL. Raia 1- 14,5 h; raia 2- 17,5 h; raia 3- 23,5 h; raia 4- 39,5 h;
raia 5- 42,5 h; raia 6- 48,5 h; raia 7- 51,5 h; raia 8- 66,5 h e raia 9- 70,0 h. Marcador molecular (MM) Bio Rad - Dual Xtra

Standards (2- 250 kDa). As setas pretas indicam a banda da xilanase F43 GH 10-03 com 55 kDa.

Conclusao

Os resultados obtidos na producdo e escalonamento da xilanase recombinante por
K. phaffii mostraram que levedura produziu a enzima com atividade em todos os cultivos
realizados em biorreator, a partir de 14,5 h, apresentando maior atividade especifica
de xilanase de 70,7 Ul/mg de proteina no cultivo com DO, inicial fixada em 4. Nesta
condicdo uma banda proteica com 55 kDa foi observada correspondendo a xilanase
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recombinante. Adicionalmente, o cultivo com DO, inicial fixada em 4 apresentou
crescimento celular semelhante ao cultivo com DO, inicial fixada em 6, o que reforga
gue essa condicao pode ser utilizada para o inicio de estudos de otimiza¢do de producao
dessa enzima em biorreator.
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