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Resumo

Com o aumento da busca por novas fontes renovaveis para a substituicdo do
petréleo féssil como substrato de derivados petroquimicos, as industrias de
plasticos, atualmente um dos ramos mais dependentes da acessibilidade do
petréleo, ja alcangaram um nivel alto de sustentabilidade em linhas de polimeros
verdes. Porém, rotas verdes para a obtencdo do produto final ainda ndo foram
implantadas industrialmente, sendo que somente precursores dos mondémeros
desejados s&o produzidos. A partir desses precursores, 0 processo € continuado
convencionalmente através de operagdes quimicas até a obtencao do monémero.

O desenvolvimento de uma rota enzimatica para esses mondémeros pode ser
uma alternativa para os processos praticados na industria. Enzimas sao
amplamente utilizadas para a bio-conversdo industrial de compostos quimicos e a
busca por enzimas capazes de catalisar novas reagdes tem se intensificado,
criando uma demanda maior por processos automatizados com aplicacao de
protocolos de rastreamento de alto desempenho.

Para a realizacdo da produgédo enzimatica de alcenos de cadeia curta, uma
enzima nativa, apresentando um mecanismo catalitico similar a reacado desejada,
foi modificada pela aplicacdo do conceito de “desenho de proteinas”, que reune
técnicas de diversificagdo, recombinacao, clonagem, expressao heteréloga e
rastreamento, utilizando a “enzima molde” como ponto de partida.

A enzima P450gsg, selecionada por apresentar os melhores pré-requisitos
para modificacées estruturais, foi submetida ao “desenho de proteinas”, gerando
5.271 versdoes mutantes. O rastreamento de alto desempenho automatizado
dessas proteinas alteradas, utilizando uma plataforma robdética, possibilitou a
obtencdo de uma enzima que apresenta a nova agao catalitica da conversao de
100 uM de acido octandico para 2,6 uM de 1-hepteno.

Essa nova enzima abre o caminho para a produgao industrial de “bio-
alcenos” em micro-organismos, criando um sistema de fermentacdo que poderia
sustentar uma rota verde para os monémeros necessarios para a producao de

plasticos.
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Abstract

With the increased search for renewable resources for substituting fossil
petroleum as the raw material for petrochemical products, the plastics industry,
currently being one of the branches with the highest dependency on petroleum
availability, already reached a high level of sustainability in their green polymer
lines. Still, green routes producing the final product have not been implemented
industrially and only precursors of the desired are being produced. Using these
precursors, the process is continued conventionally, using chemical operations for
the production of the monomers.

The development of an enzymatic route toward these monomers could be an
alternative for current industrial processes. Enzymes are widely used in industrial
bioconversion of chemicals and the search for enzymes with the potential of
catalyzing new reactions has intensified, creating a higher demand for automatized
processes for the application of high-throughput screening protocols.

In order to realize the enzymatic production of short-chained alkenes, a native
enzyme, presenting a catalytic mechanism similar to the target reaction, was
modified, applying the concept of “protein design”, which unites diversification,
recombination, cloning, heterologous expression and screening techniques,
utilizing the “template enzyme” as a starting point.

The enzyme P450gsg, selected for possessing the best prerequisites for
structural modifications, was submitted to “protein design”, creating 5,271 mutant
versions. Automatized high-throughput screening of these altered proteins, utilizing
a liquid handling platform, enabled the discovery of an enzyme, which presents a
new catalytic action: the conversion of 100 uM butyric acid to 2.6 uM 1-heptene.

This new enzyme opens the way for the industrial production of “bio-alkenes” in
microorganisms, creating a fermentation system, which would be able to sustain a
green route toward the necessary monomers for the production of plastics.
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1. Introducao

Atualmente, enzimas nativas sao utilizadas em varios ramos industriais,
como na fermentacao alcodlica, em detergentes ou na produgédo de couro, onde
atuam como proteinas catalizadoras que aceleram a transformacdo de um
composto para um produto através da reducdo da energia de ativacdo de uma
determinada reacao especifica (CHERRY, 2003; STEBEL; GAIDA; ARNDT, 2008)

O aumento da importancia de produgao de compostos quimicos a partir de
fontes renovaveis por acdo de enzimas livres ou fermentagdo microbiana é
relacionado aos beneficios em termos de sustentabilidade e qualidade ambiental,
ligados ao processo biotecnolégico. O caso mais estudado e aplicado € a
fermentacao alcodlica, na qual a sacarose de cana-de-agucar € consumida pela
levedura Saccharomyces cerevisiae e convertida em etanol (RINCONES et al.,
2009).

Enzimas livres utilizadas em processos industriais envolvem, por exemplo, a
a-amilase, na industria de panificacdo e a pectina metil esterase, para o
clareamento de suco. Em 2009, o mercado de enzimas industriais alcangou o
patamar de cinco bilhdes de dbélares americanos (SANCHEZ; DEMAIN, 2011).

Por outro lado, o fato de enzimas nativas serem um produto da evolugao
natural, surgindo e variando conforme a necessidade apresentada pelos
organismos hospedeiros, limita a disponibilidade de reacbes que poderdao ser
catalisadas por proteinas oferecidas pela natureza (HIBBERT; DALBY, 2005).
Sendo assim, a evolugcdo natural, responsavel pelo desenvolvimento das
caracteristicas enzimaticas apresentadas aos processos industriais mencionados,
teria que ser substituida por uma evolucao dirigida para promover a producao de
outros compostos nao naturais (RINCONES et al., 2009).



A producgao biotecnolégica de monémeros de origem fossil tem sido foco de
investigacado para a utilizacdo na sintese de polimeros (LEE et al., 2004). Com
esse intuito, ja sao realizadas conversdes enzimaticas com enzimas resultantes de
evolucdo dirigida e fermentacbes com micro-organismos geneticamente
modificados por engenharia metabdlica (RINCONES et al., 2009).

Até os dias de hoje, somente precursores de mondmeros petroquimicos
foram produzidos, tais como &cido propiénico, propanol, 1,2-propanodiol, acido
latico, acido butirico, acido acrilico, isopropanol e glicerol (LEE et al., 2004). Estes

precursores podem ser convertidos quimicamente em, por exemplo, propeno.

A producao de polipropileno (PP) atingiu 36,5 milhdes de toneladas em 2009
e um crescimento anual de 4,6% ¢é estimado até o ano 2020, podendo chegar a
uma produgdo de 59,6 milhdes de toneladas de PP neste ano. A capacidade
global de producao de PP chegara a 62 milhdes de toneladas até 2019, com maior
aumento na regido asiatica. Seguindo o crescimento atual até 2019, é previsto um

mercado com receita de 145 bilhdes de dolares americanos (CERESANA, 2012).

Para a produgcdo enzimatica de alcenos de cadeia curta, hoje em dia
derivados da industria petroquimica, sera necessario aplicar uma variedade de
técnicas de biologia molecular para modificar a capacidade de um micro-
organismo de utilizar uma fonte de nutrientes renovavel, transformando-a em
compostos que poderdo ser utilizados na industria de plasticos ou

biocombustiveis.

Este objetivo pode ser atingido pelo desenho de proteinas, que envolve
técnicas de diversificagdo, recombinacao, clonagem, expressao heteréloga e
rastreamento, utilizando uma “enzima molde” como ponto de partida. Essa enzima
possui um mecanismo de agcdo e um substrato similar ao da reacao alvo. Depois
da aplicacdo das técnicas mencionadas, a nova enzima devera ter um produto
final de fermentagdo do micro-organismo no qual o gene que codifica a enzima
sera inserido como substrato, para ndo impedir fungdes essenciais para a
sobrevivéncia da célula. O principio do desenho de proteinas abrange duas



técnicas principais: evolucao dirigida e desenho racional (STEBEL; GAIDA;
ARNDT, 2008).

A evolucédo dirigida utiliza mutacbes aleatérias que sao inseridas no gene
codificante por técnicas de PCR, para gerar uma diversidade artificial pelo
aumento da taxa de mutacao durante a replicagéo do gene alvo (STEBEL; GAIDA;
ARNDT, 2008). J4 no desenho racional, as alteragées na sequéncia da proteina
serao introduzidas de maneira direcionada. Informacbes de literatura,
bioinformatica e comparacdo de sequéncias serado utilizadas para determinar o
tipo de mudanga que sera inserido no gene da enzima alvo. Subsequentemente,
as alteracbes sao avaliadas em testes de expressdo heterbloga e ensaios de

atividade enzimatica.

Interlagando a evolugéo dirigida com o desenho racional, a enzima de melhor
desempenho sera capaz de cumprir um papel ndo existente na natureza. Essa
nova enzima tornaria o micro-organismo alvo em uma fabrica de um produto
quimico que pudesse ser alimentado com uma fonte de nutricdo renovavel como,
por exemplo, o caldo de cana. Podendo gerar derivados petroquimicos a partir
dessas fontes, sera possivel criar independéncia do petréleo, além de produzi-los
com um impacto ambiental menor (RINCONES et al., 2009).






2. Revisao bibliografica

2.1. Alcenos

Alcenos, também conhecidos como olefinas, s&o hidrocarbonetos alifaticos
com no minimo uma ligagdo dupla entre dois atomos de carbono. Além do
petréleo, alcenos também estdo presentes em uma variedade de plantas e
animais e sao produtos de grande importancia na industria mundial. Pelas
caracteristicas das duplas ligagdes, os alcenos sao ricos em energia e convertidos
em outros compostos com facilidade. Eles representam a base de uma grande
quantidade de polimeros, drogas, pesticidas e outros compostos quimicos com
alto valor agregado. O etileno, um tipo de alceno, € o composto organico mais
produzido pela industria e € principalmente utilizado para a producao do plastico
polietilieno (WADE, 2009).

A sintese de alcenos é realizada por cragueamento de hidrocarbonetos,
utiizando gas natural condensado ou nafta como matéria-prima. Durante o
craqueamento, alcanos sdo quebrados em alcenos e alcanos de peso molecular
menor, através de catalise em zedlitos (Equacao (1)). O processo demanda altas
temperaturas (450 a 750 °C) e presséo até 7 MPa para se alcangar o resultado
desejado.

fi
Hoo Ha CH s
3 WCHS‘ —_— 3 W 3 + H3C - CH: (1)

zedlto

Outra forma de sintese de alcenos € a reforma catalitica, que leva a perda
de um hidrogénio do alcano sobre temperaturas altas de aproximadamente 500 °C
e pressdes moderadas de 1 a 2,5 Mpa. Este método resulta na formagéao de
alceno com a mesma quantidade de carbonos do alcano original (Equagéao (2)).
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2.2. Plastico verde

Atualmente, os plasticos mais utilizados pela industria global sado os
polialcenos, representando 90% de todos os plasticos fabricados (STEVENS,
2003). Possuindo um esqueleto exclusivamente composto de ligagbes entre
carbonos, os polialcenos apresentam uma durabilidade elevada comparada a
polimeros naturais, como celulose, amido, proteinas e acidos nucleicos. Os
esqueletos dos polimeros naturais podem ser heteroatdmicos, contendo outros
atomos além do carbono, ou conter ligagdes multiplas, prejudicando a estabilidade
contra degradacao oxidativa (STEVENS, 2003).

Fontes renovaveis para a producao de derivados de petrdleo passaram a ser
foco da industria petroquimica, que enfrenta custos crescentes e virtualmente
possui como Unica matéria-prima o petrdleo. Adicionalmente, os avangos na
conscientizacdo ambiental resultaram em exigéncias para uma diminuicdo nas
emissbes de didxido de carbono, dificultando ainda mais a manutencdo da
producéo da industria petroquimica (RINCONES et al., 2009).

Auxiliada pelo progresso nas diferentes areas de pesquisa, especialmente
em biotecnologia, a industria busca solugbes envolvendo a fermentagdo de
compostos a partir de fontes renovaveis, sendo esses 0s mesmos monémeros que

podem ser obtidos por origem féssil.

O caso de sucesso mais conhecido da realizacdo desse conceito é a
empresa petroquimica brasileira Braskem, que adquiriu a certificagdo de um
plastico 100% verde, o polietileno verde, em 2007 (BRASKEM, 2011). Nesse
processo, a utilizagdo de etanol de cana como substrato consegue capturar 2,5
toneladas de didéxido de carbono por tonelada de polietileno produzido, sendo que
a mesma quantidade de di6xido de carbono é emitida no caso da rota de producéo
a partir de combustiveis fésseis.



Em contraste a produgdo convencional de alcenos que demanda altas
quantidades de energia em forma de aquecimento e pressao (Figura 1 e item 2.1),
o eteno verde & obtido durante um processo que utiliza condigdes amenas
(BRASKEM, 2011). O mosto da cana-de-agucar & submetido a fermentagéo
alcodlica, utilizando leveduras industriais e em seguida destilada para a separagéo
de etanol (AMORIM et al., 2011). Aplicando temperaturas em torno de 450 °C, o
etanol é desidratado na fase final, convertendo o mesmo para o eteno (Figura 2)
(BRASKEM, 2011).
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Figura 1: Etapas de producd@o convencional de eteno a partir de petréleo fossil. Todas as operacdes
unitarias a partir da extragdo do petréleo até a obtencdo do eteno demandam uma alta quantidade de
energia (WADE, 2009).
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Figura 2: Etapas de producdo de “eteno verde”, como a realizada pela empresa Braskem (BRASKEM,
2011). Condigbes de processo amenas contribuem para a sustentabilidade do eteno verde.

Com uma producdo de 200 mil toneladas de polietileno verde por ano, a
Braskem se tornou a maior produtora de biopolimeros do mundo (BRASKEM,
2011). Seguindo este exemplo, outras empresas estdo entrando no mercado de
producdo de plastico verde, buscando rotas alternativas baseadas em matéria-
prima renovavel. Esse desenvolvimento aponta para um futuro promissor, com
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capacidade de tornar a industria de plastico um meio de captacdo de diéxido de
carbono, ao invés de fonte de poluigéo.

2.3. Enzimas produtoras de alceno

A patente WO/2009/085,278 (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009) descreve
a producao de alcenos através da acao de acido graxo descarboxilases, nativos
em micro-organismos. Utilizando o co-substrato perdxido de hidrogénio, essas
enzimas convertem 4cidos graxos de cadeia par entre doze e vinte carbonos em
um alceno, liberando uma molécula de diéxido de carbono (RUDE et al., 2011),

como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3: Mecanismo de acao proposto das enzimas acido graxo descarboxilases (ALIBHAI; RUDE;
SCHIRMER, 2009; RUDE et al., 2011). Primeiramente, o grupo heme é oxidado pelo co-substrato H2O2,
iniciando a reacdo. Em seguida, o heme ativado abstrai um atomo de hidrogénio do acido graxo na
posicdo a ou B e gera um carbono radical. Um préton adicional é abstraido da posicdo 8, resultando
na formagao de agua e um carbocation, causando a descarboxilacao final, gerando o alceno.

No presente trabalho, esse mecanismo de acéo foi identificado como de
interesse para ser adicionado ao metabolismo do género Clostridium, com o intuito
de criagdo de um micro-organismo capaz de consumir carbono de fontes
renovaveis, emitindo o propeno como produto gasoso. Isso pode ser realizado
através da conversao do produto acido butirico em propeno na etapa final da via

fermentativa, como ilustrado em Figura 4.
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Figura 4: Via fermentativa de glicose para o acido butirico (butirato) em Clostridia, com passo
adicional no final da via, convertendo butirato em propeno (adaptada de DWIDAR et al., 2012). O ultimo
passo, marcado pelo asterisco, sera realizado por uma enzima nova, desenhada para a
descarboxilacao de butirato.

Como mencionado anteriormente, somente acidos graxos de cadeias entre
vinte e doze carbonos sao catalisados pelas enzimas acido graxo descarboxilases
(RUDE et al., 2011). Acidos de cadeias menores ndo possuem afinidade com a
bolsa de ligacdo dessas enzimas (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009; RUDE et
al., 2011), pois a redugéo de tamanho da cadeia carbénica induz uma diminui¢do
de hidrofobicidade do acido (WADE, 2009). Com esta reduc¢éao, a bolsa de ligacao
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hidrofobica da enzima nao estabelece as intera¢des hidrofébicas necesséarias com
os acidos hidrofilicos menores e subsequentemente a reacdo enzimatica nao é

realizada.

Para possibilitar uma rota enzimatica para a producdao de propeno, 0
principal objetivo dessa tese se manifesta na tentativa de estabelecer esta
afinidade e habilitar a conversao de acido com menos de doze carbonos para o
alceno correspondente. Isso poderia ser atingindo atraves da modificacdo de uma
das descarboxilases escolhidas pelos métodos envolvidos no conceito do desenho
de proteinas. As cinco enzimas escolhidas, todas de origem bacteriana, foram
CYP152A1, CE2459, OleT, KRH21570 e Mpop1292, descritas na patente
mencionada (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009).

Enzima
molde

Acido hexadecandico — > Pentadeceno
C 16 Cc15

Acido tetradecanéico — = Trideceno
c14 c13

Acido dodecanéico Undeceno
c 12 c1"
Acido butlrlco Propeno
C4 En2|ma C3
desenhada

Figura 5: Esquema simplificado da mudanca de afinidade da enzima acido graxo descarboxilase
durante o processo de desenho de proteinas. Partindo de uma enzima molde, o objetivo principal da
tese foi a obtencdo de uma enzima desenhada capaz de catalisar a descarboxilagdo de acidos
menores que doze carbonos. Com essa finalidade o alvo foi a conversdao de acido butirico em
propeno.
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2.4. Desenho de proteinas

Os métodos de desenho de proteinas sao utilizados para modificar
caracteristicas de proteinas, tornando-as mais favoraveis as suas aplicagbes
finais. Dois conceitos gerais interagem um com o outro: a evolugdo dirigida,
inserindo alteracdes aleatérias na sequéncia codificante da proteina; e o desenho
racional, introduzindo alteracdes direcionadas (STEBEL; GAIDA; ARNDT, 2008)
(Figura 6). Este conjunto de métodos resulta em um desenho semirracional
(STEBEL; GAIDA; ARNDT, 2008).

Desenho de proteinas semirracional

Pré-suposigdes:
estrutura proteica
mecanismo
catalitico

Diversificacdo:

Identificagdo e

R > . leator
Mutagénese Desenho caracterizagio Evolucdo i ema;jsizgz
direcionada racional de mutantes dirigida especifica

melhorados

- recombinagdo

Expressdo
rastreamento
ou selegdo

Expressaoe
purificagdo

Figura 6: llustracdao do conceito de desenho de proteinas semirracional (STEBEL; GAIDA; ARNDT,
2008). O desenho racional em conjunto com a evolucao dirigida reunem técnicas de diversificagao
planejadas e aleatorias no processo de desenho de proteinas.
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2.4.1. Evolucao dirigida

A evolucgao dirigida utiliza mutagdes aleatérias inseridas no gene codificante
por técnicas de PCR para gerar uma diversidade artificial pelo aumento da taxa de
mutacao durante a replicagdo do gene alvo (STEBEL; GAIDA; ARNDT, 2008). As
mutagbes na sequéncia de DNA afetam a proteina traduzida, por alterar a
sequéncia de aminoacidos. Isso provoca mudancas nas caracteristicas da enzima,
como eletrostatica, hidrofobicidade e conformacao estrutural de regibes da
proteina (KUCHNER; ARNOLD, 1997). Alteragdes no centro ativo da enzima
podem ser vantajosas para o desenvolvimento de especificidade e eficiéncia a
reacao alvo (KUCHNER; ARNOLD, 1997). Mudancgas na superficie da enzima
podem ser benéficas para a estabilidade térmica e solubilidade (KUCHNER,;
ARNOLD, 1997). A determinacdo dessas mutacdes benéficas € realizada através
da construcdo de uma biblioteca de clones. Esses clones séo rastreados pela
deteccdo do produto desejado por um método colorimétrico. Os clones positivos
sdo usados para continuar com ensaios de mutacdo e recombinacgao iterativos

para melhorar o0 desempenho das enzimas.

Para a diversificacdo das sequéncias génicas, que codificam as enzimas
alvos, existe uma grande variedade de métodos (STEBEL; GAIDA; ARNDT, 2008).
O método mais elucidado, econdmico e popular para a introdugédo aleatéria de
mutacdes € o error-prone PCR (epPCR) (LOO et al., 2004).

A técnica de epPCR é baseada na reducéo da fidelidade de Taq polimerase
durante a replicagdo do DNA do gene alvo (MCCULLUM et al., 2010). Este efeito é
altamente controlavel pela modificagdo de uma variedade de fatores, entre eles:
aumento da concentracdo de Tag DNA polimerase, aumento do tempo de
extensao da polimerase durante a reacdo de epPCR, aumento de concentracédo
de ions de MgCl,, aumento de concentracao e desbalanceamento de substrato
dNTP e adicao de ions de MnCl, (LEUNG; CHEN; GOEDDEL, 1989).

No trabalho de Ruller e colaboradores (2008), a aplicacdo da técnica de
epPCR diversificou da enzima xilanase A (XylA) proveniente de Bacillus subtilis

rastreada por termoestabilidade. Nesse experimento, uma variante termoestavel
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de XylA foi obtida, permitindo uma elevacao da temperatura de trabalho em 20 °C.
Foram identificadas quatro mutagdes entre a enzima original e a final que levaram
ao aumento de termoestabilidade através das alteracbes na sequencia de
aminoacidos (RULLER et al., 2008).

2.4.2. Desenho racional

O desenho racional se baseia na introducao de alteragdes direcionadas na
sequéncia do gene para a manipulagcdo de caracteristicas como eletrostatica,
hidrofobicidade e estrutura estérica de regiées da proteina alvo para 0 aumento de
sua atividade e especificidade desejada (STEBEL; GAIDA; ARNDT, 2008).

Em contraste a evolugéo dirigida, o desenho racional exige um estudo mais
aprofundado das caracteristicas originais da proteina candidata. Nesse caso, &
preciso analisar as regides de interesse a serem modificadas e prever o resultado

apds as modificacoes.

Como produtos de aplicagdes do desenho de proteinas de sucesso podem

ser citadas as anticalinas e a sitagliptina transaminase.

As anticalinas mimetizam a funcdo de anticorpos e sao utilizadas como
ferramentas de pesquisa na area de bioquimica e como remédio potencial na
terapia médica. A combinagdo direcionada de anticorpos com lipocalinas, que
representam uma familia de proteinas de sitio ativo com alta variabilidade pléstica,
resultou nessas proteinas artificiais. As lipocalinas utilizadas foram submetidas a
mutagénese aleatoria e sitio-dirigida. Essas alteragdes permitiram a construcao de
anticalinas, com vantagens como tamanho fisico menor que anticorpos, auséncia
da necessidade de modificagdes pds-traducionais, caracteristicas biofisicas
robustas e a opcado de expressar essas proteinas em sistemas bacterianos
(SKERRA, 2008).

A sitagliptina transaminase foi obtida através da w-transaminase modificada
de Arthrobacter sp. por desenho de proteinas, resultando em um biocatalisador
industrial para a produc¢ao do composto antidiabético sitagliptina. A combinacao de

técnicas racionais, baseadas na alteracao da estrutura enzimatica com a evolucao
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dirigida levou a adaptacdo da enzima as condi¢cdes bruscas do processo de
producéo, possibilitando a obtengdo da nova enzima, que converte o substrato
cetona prositagliptina para o produto sitagliptina (SAVILE et al., 2010).

No caso da acido graxo descarboxilase, a estratégia do desenho racional do
desempenho da especificidade da enzima terd como alvo a alteragdo da bolsa de
ligagdo do &cido graxo pela mudanca das caracteristicas dos aminoacidos
envolvidos na formagao de sua parte hidrofébica. Tanto a troca de aminoécidos no
final do canal hidrofébico por aminoécidos hidrofilicos ou neutros, como a insergao
de uma barreira estérica em forma de uma cadeia lateral de um aminoé&cido
poderdo permitir a ligacao de acidos de cadeia menor que doze carbonos. A agéao
catalitica nao devera ser afetada, ja que ela ocorre somente na cabeca hidrofilica
do acido, promovida pelo grupo heme da enzima (LEE et al., 2003).

Uma primeira etapa para o desenho racional foi demonstrado no trabalho de
Rude e colaboradores (2009, 2011), onde a glutamina na posicao 85 do gene
CYP152A1 foi substituida por uma histidina. Essa mudanca aumentou a producéao
de 1-pentadeceno a partir de acido hexadecandico, comparado com a forma
nativa da enzima (Figura 7). A alteragdo dos aminoacidos foi derivada da
sequéncia de nucleotideos do gene OleT, que apresenta uma taxa menor de
hidroxilacdo. A modificagdo da glutamina 85 para histidina ndo afetou a razéo
entre descarboxilagdo e hidroxilagdo significativamente, mas aumentou a
producédo do alceno em 50%, comprovando a possibilidade de modificacdo das
caracteristicas dessa enzima para favorecer a reacdo desejada de
descarboxilagao (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009; RUDE et al., 2011).
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Figura 7: Producdo enzimatica de trés compostos a partir de acido hexadecandico por
descarboxilacdo (1-pentadeceno) e hidroxilagdo (acido 2-hidroxihexanoico e acido 3-
hidroxihexadecanoico), realizado por Alibhai e colaboradores (ALIBHAI, RUDE; SCHIRMER, 2009). A
mutacdao Q85H aumenta a taxa de descarboxilacao em torno de 55%.

2.4.3. Rastreamento e selecao de clones positivos

Enzimas do tipo acido graxo descarboxilase, da familia de proteinas
citocromo p450, sdo capazes de produzir alcenos, a partir de acidos graxos, por
descarboxilacdo do substrato sob liberagdo de didéxido de carbono e consumo de
peréxido de hidrogénio (RUDE et al., 2011).

Até o presente momento, nao foi descrito na literatura um método adequado
para o rastreamento de alto desempenho da presenca de alcenos apds a reagéao
enzimatica de descarboxilagdo. Um método para a detecgdo do didxido de
carbono emitido também nao seria viavel em sistemas de rastreio de alto

desempenho.
ABTS

O 2,2'-azino-bis-(3-etil-benzotiazolin-6-acido  sulfénico) (ABTS), um
substrato cromégeno da peroxidase de raiz forte (HRP), foi identificado nesse
trabalho como candidato para um ensaio colorimétrico, por medicao indireta do
consumo de substrato durante a reacdo enzimatica, através de estudos ja

descritos. Foi demonstrado anteriormente que a reducdo de peréxido de
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hidrogénio para agua, catalisada pela HRP, leva a oxidacdo de um elétron de
ABTS, formando assim um cation radical metaestavel. A formacao desse cation
resulta em uma solucao de intensiva cor verde-azulada, que pode ser detectada
em um espectrofotdmetro com absorbancia maxima, em um comprimento de onda
de 405 nm (SIGMA-ALDRICH., 2012).

Durante a reagcédo enzimatica da acido graxo descarboxilase, a conversao
de um &cido graxo para um alceno € catalisada, consumindo peroxido de
hidrogénio como co-substrato. A peroxidacdao de ABTS através de HRP e peréxido
de hidrogénio residual € um método colorimétrico rapido e sensivel para a
deteccdo de mudangas no nivel de peréxido de hidrogénio no meio de reacéo,
provocadas pela atividade da enzima acido graxo descarboxilase.

uv

Como a absorbancia de alcenos atinge o seu maximo em luz ultravioleta,
em um comprimento de onda de 190 nm, a formagao desses compostos pode ser
monitorada pela medicdo de absorbancia. A diferenga do aumento de
absorbancia, comparada com uma amostra referéncia ndo contendo enzima é

utilizada para a deteccao de atividade enzimatica (GHOSH, 2003).

Agua de bromo

Segundo o método de descoloracdo de agua de bromo por alcenos, a
solugdo de cor marrom se descora na presenca de alcenos, através da adicdo do
halogénio bromo a dupla ligacéo do alceno (WADE, 2009).

Descrita pela regra de Markovnikov, o hidrogénio de um haleto se liga ao
atomo de carbono mais hidrogenado da dupla ligacdo de um alceno, ou seja, ao
carbono que possui mais ligacées com o hidrogénio (MARKOVNIKOV, 1870).

R—CH=CH2 + HBr - R—CHBI’—CH3 (3)

A adicao de bromo ao alceno forma o 2-bromoalcano.
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3. Objetivos

O objetivo desse trabalho € a modificacdo de uma enzima acido graxo

descarboxilase para a obtengdo de uma nova enzima com capacidade de realizar

a descarboxilacdo de um acido graxo ou acido carboxilico linear, sendo formado

por numero inferior a doze carbonos, para o alceno correspondente.

Objetivos especificos a serem realizados:

a)

ldentificacdo de enzimas &cido graxo descarboxilases, produtoras
potenciais de alcenos, através de pesquisa bibliografica e bioinformatica.

Expressdo e verificacdo da atividade das enzimas acido graxo
descarboxilases candidatas para a determinacdo da enzima molde para o
desenho de proteinas.

Comparacédo de versdes diversificadas através de desenho racional da

enzima molde com a versao nativa.

Desenvolvimento de um método de rastreamento da atividade de &cido
graxo descarboxilase que seja compativel com um sistema de rastreamento

de alto desempenho.

Desenvolvimento de um método de expressdo heterdloga, ensaio
enzimatico e aplicacdo do rastreamento da atividade de &acido graxo
descarboxilase, desenvolvido no sistema de rastreamento de alto
desempenho.

Investigacdo das enzimas mutantes que apresentaram desempenho

positivo.
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4. Materiais e métodos

4.1. Identificacao do gene alvo
Para a producgéo de alcenos através de fontes renovaveis de carbono, foram
utilizados diversos bancos de dados de artigos, patentes e genes, para busca de

genes codificantes de enzimas de origem microbiana.

Primeiramente, as cinco proteinas descritas na patente W0O/2009/085278
(ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009) foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW
(LARKIN et al., 2007) e os motivos com atividade de &cido graxo descarboxilase,
descritos na patente, foram identificados para a confirmacao da sua presenca em
todos os genes. Os quatro motivos foram:

1) F-x-x-E-[VI]-[RK]-R-x-Y-P-F-{F}-P-x-[LIV]
2) P-x(6)-[LI]-x(4)-{G}-[VI]-[HQOM]-x-[MLV]-D-G-x (2)-H-x (2) -R-K

3) [AC]-[AG]-[IV]-[DE]-[IL]-x-N-x(2)-R-P-x-[VI]-A-x(3)-[FY]-x(2)-F-x(3)-
A-[LMV]-x-[DE]

4) {RK}-x(6)-[LMV]-x(4)-[AC]-[AG]-[IV]-[DE]-[IL]-x-N-x(2)-R-P-x-[VI]-A-
%x(3)-[FY]-x(2) -F-x (3) -A- [LMV] -x— [DE]

Estes motivos estao listados na representacao PROSITE
(http://prosite.expasy.org/), na qual cada posi¢cao da sequéncia é separada por um
hifen. Existem regras para a interpretagdo dos motivos. Um “x” significa que
qualquer residuo de aminoacido pode preencher a posicdo. Colchetes “[]”
representam posicdées ambiguas, que podem ser tomadas por um dos residuos
definidos entre os colchetes. Consequentemente, uma posicao “[MLV]” significa
ou uma metionina ou uma leucina ou uma valina. Chaves “{}” indicam residuos
que sao proibidos nessa posicao. Por exemplo, “{F}” proibe que uma fenilalanina
esteja presente nesse ponto da sequéncia. Residuos seguidos por um numero
entre parénteses “ (n)” sao repetidos n vezes. “A (3)” representa uma sequéncia

“A—A—A”_
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Em seguida, foi realizada uma busca por outras proteinas, ndo mencionadas
na patente, com utilizacdo do programa Fuzzpro (RICE; LONGDEN; BLEASBY,
2000). Este algoritmo consegue analisar um banco de dados de sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos pela presenga de motivos de atividade. Informando a
sequéncia do motivo em questado, Fuzzpro foi aplicado pela interface web para
buscas nos bancos de dados de proteinas do NCBI, incluindo os bancos GenPept,
RefSeq, Swiss-Prot, PIR, PRF, PDB e CDD.

A terceira busca foi realizada com um Modelo Markov Escondido (HMM), que
retorna uma lista dos homélogos mais proximos a sequéncia informada (SODING,
2005). Como somente a estrutura da proteina do gene CYP152A1 de B. subtilis
estava resolvida, esta sequéncia foi utilizada para a busca. O algoritmo HMM
compara a sequéncia proteica com estrutura conhecida com outras estruturas
resolvidas, por exemplo, dos bancos de dados PDB e SCOP e adiciona
informacgdes de outros bancos de dados de propriedades proteicas, como PFAM e
SMART, entre outros (SODING; BIEGERT; LUPAS, 2005).

4.2. Meios de cultura
Os meios listados abaixo foram utilizados para o cultivo de bactérias. Todos
os meios foram autoclavados a temperatura de 121 °C e 120 kPa de pressao, por

20 minutos, apds o preparo.

Luria-Bertani (LB)
Composicéo: 1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de cloreto de
sédio e, opcionalmente, 1,5% de agar para o preparo de LB sélido.

Para a selecdo de transformantes contendo plasmideo foram adicionadas
combinagdes de 34 ug/mL de canamicina, 100 pg/mL de ampicilina, 100 pug/mL de
cloranfenicol e/ou 80 pg/mL de X-Gal, dependendo da necessidade, apéds

autoclavagem do meio.
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TSBYE
Composicéo: 2% de triptona, 0,6% de extrato de levedura, 0,5% de cloreto
de sédio, 0,25% de fosfato dipotassico e 0,25% de glicose.

Meio mineral M9

Composicdo: 33,7 mM de fosfato dissodico, 22 mM de fosfato
monopotassico, 8,55 mM de cloreto de sédio, 9,35 mM de cloreto de aménio, 0,4%
de glicose, 1 mM de sulfato de magnésio, 0,3 mM de cloreto de calcio, 1 pg/L de
biotina, 1 pg/L de tiamina e solucdo de elementos trago 1x. A composicao da
solucéo de elementos traco esta descrita em Tabela 1.

Tabela 1: Composicao da solucao de elementos traco (100x)

Composto c [mM]

EDTA 13,4
FeClz-6 H.O 3,1
ZnCly 0,62
H3BO3 0,162

CUC|2'2 HQO 0,076
COC|2'2 HQO 0,042
MnCl»-4 H-O 0,0081
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4.3. Plasmideos

pGEM®-T Easy

Vetor de clonagem linearizado, que possui timinas nas duas extremidades,
permitindo a ligacdo de produtos de PCR que apresentam uma adenina na regido
3’. O plasmideo contém o gene de resisténcia contra o antibiotico ampicilina e sitio
de clonagem interrompendo o gene lacZ, que possibilita a selecdo dos clones
positivos em X-Gal.

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 V\ 2692
. T7
f1 ori 1 1 start
Apal 14
Aatll 20
\ Sphl 26
Amp’ BstZI 31
pGEM®-T JacZ Ncol 37
Vector T 1 Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
. Sacl 94
ori BstXI 103
Nsil 112
126
T sps

Figura 8: Mapa do plasmideo pGEM®-T Easy (Fonte: Promega, Cat. A1380)
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pPET-28a(+)
Plasmideo para expressdao heter6loga em Escherichia coli, induzivel por

IPTG, com His*Tag N-terminal e gene de resisténcia contra o antibibtico
canamicina.

Xho 1(158)
Not 1{166)
Eag 1(166)
Hind 1I{(173)
sal I179)
Sac 1(190)
EcoR I{192)
BamH I{198)

Bpu1102 I{30) Nhe 1(231)
Nde 1i238)
Nco 1296)

Xba 1(335)

Bal 11i401)
— SgrA 1(442)
Sph 1(598)

Pwu 1{4426)
Sgf 1(4426) - 3&‘9
s
)
Sma 1i4300) \0035 B Miu 1(1123)
I & g || I~Bai137)
Clala117) | | x g RN
Nru l4083) { | g I| | BStE 11(1304)
(¥
T pET-28a(+) L ||“-Apa 1(1334)
I'. (5369bp) %0 ]
\ ~ |y/BssH lI(1534)
Eco57 1(3772) f\ \EcoR V(1573)
Hpa 1{1629)
AlWN 1(3640)
%
BssS 1(3397) %'5,‘) PshA 1{1988)

Bgl 1(2187)
Fsp 1(2205)
Psp5 11(2230)

BspLU11 1(3224)
Sap I(3108)
Bst1107 I2ee5) /| e

Tth111 1{2963)

Figura 9: Mapa do plasmideo pET-28a(+) (Fonte: Novagen, Cat. 69864-3)
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PET-22b(+)
Plasmideo para expressao heteréloga em E. coli, induzivel por IPTG, com

HiseTag N-terminal e gene de resisténcia contra o antibiético ampicilina. O

peptideo sinal pelB N-terminal é responsavel pela secrecao periplasmica da
proteina inserida.

Ava lj158)

/ Xho lj158)

Not lj1ee)

Eaq lites)
Hind Hlji73)

Bpu1102 liso) sal ljire

Sac lj1an)
EcoR lj13z)
BamH lj13g)
Noo lizzoy
.Msc |52.'25]
BseR lgzan)

Dra lllis251) 1'., J,.Egpbi-'l (268}
e — Nde |(zaz)
.,-o-""'J-F--" —
& M Bal ligzo2)

—SarA liay
— Sph li580)
PTIMA I(eoa)
— ApaB l(7o8)

\ MU I¢1114)
% \\'-Bcll1128)
o | -ﬁ
=a\ '||ElstE I1¢1285)
%1 rBAm lluazaa
et “Apa l(1325)
PET-22b(+) 3|
{54593bp) o || f ||
= hBSSH lij1525)
Hpa {1620}
Alwi lgaaz1)
% Psha l1e59)
=
2
BspLU11 113215; \Pspﬁll[zzzu
Sap lizoeg) H'TIT—-___ . Bpu1l lizaz1y
Bst1107 lj2oms) /| i
Tth111 l(zae0) | BspG liz741)

Figura 10: Mapa do plasmideo pET-22b(+) (Fonte: Novagen, Cat. 69744-3)
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4.4. PCR de colénia de bactérias

Para a confirmacao de clones positivos de E. coli, uma colénia isolada foi
ressuspendida em 10 pl de 4gua destilada estéril. Em seguida, o conteudo das
células foi liberado por choque térmico, por aguecimento a 94 °C por seis minutos,
seguido de refrigeracdo a -20°C por dez minutos. A suspensao foi centrifugada a
14.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi utilizado na reagdo de PCR, cuja

composicao e programa de termociclagem estéo listados na Tabela 2.

Tabela 2: Reacao de PCR de col6nia de E. coli a esquerda e seu programa de termociclagem a direita

Reagente Volume [pl] T[°C] t[min]

DNA (Sobrenadante) 1,0 94 5:00

Primer forward 0,6 94 0:50

Primer reverse 0,6 Tn 0:50 30x
MgClz 0,6 72 1:00 por kb
Tampéao GoTaq (5x) 2,0 72 5:00

GoTaq Polimerase 0,2 4 o

dNTP 0,2

H.O 4,8

Apbs a conclusao da reacao, os produtos foram aplicados em um gel de
agarose 1% contendo brometo de etidio e submetidos a uma corrente elétrica em
tampédo TAE (40 mM Tris-acetato, 2 mM NaxEDTA-2H,O pH 8,5), em voltagem

ajustada a 6 Volts por centimetro de gel.

Em seguida, o gel foi visualizado e digitalizado sob luz UV em um
fotodocumentador (Gel Doc™ XR+, BioRad). Caso nao especificado
posteriormente, as reacdes de PCR neste trabalho foram realizadas por esse
protocolo.
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4.5. Extracao de DNA genémico de bactérias
A extracdo de DNA genbmico de bactérias foi preparada como descrito em

“Preparation of Genomic DNA from Bacteria” no livro “Current Protocols in
Molecular Biology” (WILSON, 2001).

4.6. Preparo de bactérias eletrocompetentes

Uma colbnia isolada da cepa de E. coli desejada foi inoculada em um frasco
Erlenmeyer contendo 50 mL de meio LB liquido e incubado a 37 °C e 250 rpm
overnight.

Esse pré-inéculo foi utilizado para inocular dois meios LB liquido de 200 mL
cada, resultando em uma densidade ética inicial de 0,1 a 600 nm. As culturas
foram incubadas a 37 °C e 250 rpm até atingirem uma densidade 6tica de 0,5. O
meio contendo as células foi distribuido em tubos de 50 mL e mantido em um

banho de gelo por 15 minutos.

Ap6s uma centrifugacéo a 8.000 rpm a 4 °C por 10 minutos, o sobrenadante
foi removido e as células sedimentadas ressuspendidas em 30 mL de glicerol 10%
gelado. O passo de centrifugacao foi repetido e o sobrenadante removido. As
células foram ressuspendidas em 5 mL de glicerol e o conteudo total foi reunido
em um unico tubo. Esse tubo foi centrifugado novamente e o sobrenadante
descartado. A ressuspensdo das ceélulas foi realizada em 2 mL de glicerol e
aliquotas de 40 pl foram preparadas em tubos de 1,5 mL. As células foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.
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4.7. Transformacao de bactérias eletrocompetentes

Antes da transformacdo, as células eletrocompetentes estocadas a -80 °C
foram descongeladas em um banho de gelo. 1 a 2 pl de plasmideo foram
adicionados a 40 pl de células e todo o conteudo transferido para uma cubeta de
eletroporacao estéril resfriada (gap 2 mm, BioRad). A cubeta foi submetida a um
pulso de 2,5 kV no eletroporador (Gene Pulser Xcell, Bio-Rad) e 1 mL de meio LB
liquido foi inserido na cubeta imediatamente apds a conclusao do pulso. As células
ressuspendidas foram transferidas para um tubo de 1,5 mL e incubadas a 37 °C
por uma hora. Foram plagueados 100 e 200 pl da suspensao de células em LB
sélido contendo os antibiéticos adequados para a selecdo dos transformantes
correspondentes. As placas foram incubadas a 37 °C overnight.

4.8. Isolamento de genes

Para o isolamento dos genes alvos, foram utilizadas linhagens hospedeiras
Clostridium acetobutylicum ATCC 824, Corynebacterium efficiens DSM 44549,
Kocuria rhizophila DSM 11926, Jeotgalicoccus halotolerans DSM 17274 e
Methylobacterium populi ATCC BAA-705 da colegdo de micro-organismos DSMZ
(Braunschweig, Alemanha). O DNA genbmico da linhagem Bacillus subtilis ATCC

6633 ja estava disponivel no estoque do laboratério.

Primers especificos, um forward e um reverse (Invitrogen), foram

desenvolvidos para a amplificacao desses genes por PCR (Tabela 10).

Os micro-organismos adquiridos estavam liofilizados, o que exigiu o passo de
reativacdo das culturas. ApOs reativacdo, ocorreu o cultivo das linhagens e a
extracdo de seus DNA gendmicos, como descrito em item 4.5. Em seguida, foi
determinada a temperatura 6tima para o pareamento dos primers para a
padronizagdo da reacdo. ApOs esses passos, 0s genes alvos (Tabela 9) foram
amplificados por PCR.
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4.9. Construcao de plasmideos

4.9.1. pAP1 - pAP4

Para o isolamento e armazenamento inicial dos genes candidatos, os genes
amplificados foram ligados ao plasmideo comercial pPGEM®-T Easy (Promega). O
produto de ligacao foi inserido em células competentes de E. coli DH10B por
eletroporacéao (2,5 kV) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

As bactérias foram incubadas overnight em placas de LB contendo X-Gal e

os clones positivos foram selecionados.

Para confirmar a integridade dos genes inseridos nos transformantes, os
insertos foram sequenciados pelo método de Sanger (Applied Biosystems 3500
Genetic Analyzer).

pAP1: pGEM®-T Easy + C3330
pAP2: pGEM®-T Easy + CYP152A1
pAP3: pGEM®-T Easy + CE2459
pAP4: pGEM®-T Easy + OleT

4.9.2. pAP5 - pAP8

Primers especificos foram desenvolvidos para a amplificacdo dos genes
candidatos. Para a realizagdo da clonagem desses genes no vetor pET-28a(+), o
plasmideo foi clonado em E. coli DH10B e extraido por Miniprep (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001). Primeiramente, foi realizada uma tentativa de adicionar somente
0s adaptadores para as enzimas de restricao Nhel e BamHlI, para facilitar futuras
manipulagdes. Como o gene CE2459 contém sitios da enzima BamHI| na sua
sequéncia, o adaptador de Hindlll foi adicionado nesse caso (Tabela 3).
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Tabela 3: Primers utilizados para a amplificacao e clonagem (pET28a(+)) dos genes correspondentes.
Em verde a cauda pré-adaptadora, vermelho os sitios de restricao e preto a parte complementar ao
gene. A Ty, foi determinada em ensaios de PCR de gradiente.

Gene Primer Adaptador Tm [°C]
CYP152A1 - forward  ACGCTAGCAATGAGCAGATTCCACATGAC Nhel

CYP152A1 - reverse  ACGGATCCTCTTCGATAAAGGAAGAGAGCTT BamHl >
OleT - forward ACGCTAGCGCAACACTTAAGAGGGATAAG Nhel

OleT - reverse ACGGATCCTTATGTTCTGTCTACAACTTCG BamHlI >
CE2459 - forward ACGCTAGCGAAGAGGTCCCACCGATGAC Nhel

CE2459 - reverse ACAAGCTTCGAAAATCCCACCACATCAG Hindlll %0
C3330 - forward ACGCTAGCTTACTAAAAGAAAATACAGCAARAG  Nhel

C3330 - reverse ACGGATCCGTAAATTAATTCCAAAATTAAAGC BamHI >

Os genes candidatos foram novamente amplificados por PCR com
utilizacdo de DNA gendmico. O produto foi purificado de gel de agarose (Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) e entdo digerido com as enzimas
correspondentes aos adaptadores, sendo posteriormente inserido no plasmideo
digerido com as enzimas adequadas. Em seguida, células competentes de E. coli
DH10B foram transformadas por eletroporacao (2,5 kV) com o produto de ligacao
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Para confirmar a integridade dos genes inseridos nos transformantes, os
insertos foram sequenciados pelo método de Sanger (Applied Biosystems 3500
Genetic Analyzer).

pAP5: pET-28a(+) + C3330
pAP6: pET-28a(+) + CYP152A1
pAP7: pET-28a(+) + CE2459
pAP8: pET-28a(+) + OleT
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4.9.3. pAP9

O gene CYP152A1 de B. subtilis, diversificado pela técnica epPCR, foi
inserido no plasmideo de secrecao periplasmica pET-22b(+) (Merck). A secrecao
da proteina para o espaco periplasmico da célula possibilita a automatizacdo dos
ensaios de expressao e atividade enzimatica (item 4.15.3).

pAP9: pET-22b(+) + CYP152A1 diversificado

4.9.4. pAP10 - pAP16

As variacoes do gene CYP152A1, diversificado por desenho racional (PCR
com Taq Phusion), foram inseridas no plasmideo de secrecao periplasmica pET-
22b(+) (Merck). Esse passo possibilitou a avaliagdo dessas construgées no
sistema de rastreamento de alto desempenho (item 4.15.3).

pAP10: pET-22b(+) + CYP152A1 Q85H

PAP11: pET-22b(+) + CYP152A1 F173H
pAP12: pET-22b(+) + CYP152A1 F173W
pAP13: pET-22b(+) + CYP152A1 F173Y
pAP14: pET-22b(+) + CYP152A1 F292H
pAP15: pET-22b(+) + CYP152A1 F292W
pAP16: pET-22b(+) + CYP152A1 F292Y

4.9.5. pAP17

Esse plasmideo representa o vetor pET-22b(+) ligado ao gene CYP152A1
diversificado, que foi gerado e avaliado como benéfico durante os ensaios de alto
desempenho.

pAP17: pET-22b(+) + CYP152A1 diversificado
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4.10. Extracao de plasmideo de bactérias (Miniprep)

A colbnia de bactéria contendo o plasmideo a ser extraido foi inoculada em 4
mL de meio liquido LB contendo os antibidticos adequados, dependendo do
plasmideo e da linhagem de E. coli utilizada. Ap6s a incubacao overnight a 37 °C,
1,5 mL de cultura foram coletados e centrifugados a 14.000 rpm e 4 °C por 10
minutos, para sedimentagdo das células. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em 100 pl da solugédo 1 gelada, composta por 10
mM EDTA pH 8, 25 mM Tris-HCI pH 8 e 10 ug RNAse, sendo incubadas por 15
minutos a 37 °C. Em seguida, 200 ul de solucao 2, contendo 0,2 M NaOH e 1%
dodecil sulfato de sodio (SDS), foram adicionados e misturados por inversao do
tubo. 150 pl de solugdo 3 gelada, sendo 3 M acetato de potassio e 11,5% &cido
acético glacial, foram transferidos para o tubo, que foi submetido a inversdo. A
reacdo permaneceu em um banho de gelo por 30 minutos e, logo apos,
centrifugada a 14.000 rpm e 4 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo de 1,5 mL e 1 mL de isopropanol gelado foi adicionado e
misturado. Apds um passo de centrifugacao a 14.000 rpm e 4 °C por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com 500 ul de etanol 70%
gelado. O tubo foi centrifugado a 14.000 rpm e 4 °C por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Apds secagem do sedimento, ocorreu sua
ressuspensao em 40 ul de agua destilada estéril (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).
A quantificacdo do conteudo de DNA na solugéo foi realizada aplicando 1 pl de
amostra no espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), com utilizacéo
de agua destilada como referéncia.
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4.11. Expressao heterdloga

Para determinar as caracteristicas de cada enzima candidata foi necessario
obté-las em forma purificada. Isso envolve os passos de expressao heteréloga,
purificagdo da proteina alvo do extrato bruto e quantificagdo da concentracao da

solucao contendo a enzima.

A expressao das enzimas foi conduzida na cepa de expresséo E. coli BL21
Rosetta™ 2, transformada com os genes respectivos por eletroporagao.

4.111. Determinacao das condi¢cdes 6timas

A padronizagdo do método usado para a expressdao heterdloga das
proteinas A - D foi realizada pela expressao das proteinas A e B em escala
pequena (FRANCIS; PAGE, 2010).

Foram conduzidos ensaios em 50 mL de meio LB, partindo de uma
densidade 6tica (ODggo) de 0,1 e crescendo a cultura a 37 °C e 200 rpm até uma
ODeoo de 0,6. Duas concentracdes diferentes de IPTG foram utilizadas para a
inducao da expressao da proteina heteréloga: 0,1 e 0,5 mM. As temperaturas 20,
30 e 37 °C foram utilizadas apds indugcédo para investigacdo de seu efeito na
expressao e solubilidade das enzimas. As amostras foram coletadas diretamente
apos a inducgao (tp, 10 mL) e apds duas horas (to, 7 mL), quatro horas (t4, 5 mL) e
16 horas (t1s, 3 mL). A diminuigdo do volume coletado melhora a comparabilidade
da intensidade das bandas de proteina no gel de acrilamida. Antes de correr o gel,
as amostras foram centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de tampé&o de lise B-
PER e sonicadas no gelo por um minuto com amplitude de sonicacao de 20% e
intervalos de 9,9 s / 9,9 s. Ap6s um passo de centrifugacdo para separar a fase
soluvel da insoluvel, as amostras foram aplicadas em um gel de acrilamida (13%),
com corridaa 120 V.

Para melhorar as solubilidades obtidas por essa primeira otimizagéo, foi
realizada uma segunda rodada de expressdes em escala de 50 mL. Foram
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utilizados quatro meios diferentes para investigar a influéncia da mudanca de
acessibilidade aos ions metalicos para o micro-organismo hospedeiro.

Essa série de expressdes foi conduzida em meio LB, meio LB
complementado com 27 mg/L de FeCls, meio mineral M9 e o quarto modo, que
envolve o crescimento da cultura de E. coli em meio LB padréao e a adicao do ion
necessario para a proteina em questdo, no momento da indugdo com IPTG.
Nesse caso, foram adicionados 27 mg/L de FeCl; (RUDE et al., 2011).

Todas as culturas foram incubadas a 37 °C, com 250 rpm de agitagéo e
induzidas com 0,1 mM IPTG, apds quatro horas. A partir desse momento, a cultura
foi incubada a 30 °C e agitacdo de 150 rpm, durante a inducao da expressao. Os
passos seguintes desse protocolo seguem 0s mesmo passos da otimizagédo

anterior.

4.11.2. Expressao em escala pequena

A expressdo em escala pequena de quatro proteinas candidatas foi
conduzida com os transformantes respectivos dos genes dessas enzimas,
seguindo o padrdo determinado como resultado das etapas descritas
anteriormente (item 5.4.2).

4.11.3. Purificacao

Apbs uma expressdo em escala de 500 mL, seguindo o mesmo padréo
determinado no capitulo 5.4.1, quatro enzimas candidatas foram purificadas no
sistema de purificacdo de proteinas por cromatografia AKTA (GE Healthcare).
Através desse método, a separagdo da proteina alvo ocorre por afinidade da
cauda de seis histidinas com niquel.

Com esse intuito, foi utilizada uma coluna HisTrap HP 5 mL (GE Healthcare)
carregada com sulfato de niquel. A amostra de proteina foi aplicada na coluna
com tampao de ligagao (20 mM tampao fosfato, 200 mM cloreto de sédio, 10 mM
imidazol, pH 7,4). Depois da eluicdo das proteinas inespecificas da coluna, a
percentagem do tampao de eluicdo (20 mM tampao fosfato, 500 mM imidazol, pH
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7,4) foi aumentada gradualmente para 7,5% e mantida neste ponto até que a
proteina alvo eluisse completamente. O gradiente de tampao foi continuado até
atingir a percentagem de 100% tampao de eluigdo. Foram coletadas fracoes de 2

mL da solucéo efluente.

As fragbes contendo a proteina alvo foram separadas em um tubo. Uma
parte foi complementada com glicerol para uma concentracao final de 15% glicerol
e congelada a -20 °C e a outra armazenada a 4 °C, sem alteragdes.

4.11.4. Extracao de proteinas da fracao periplasmatica

A extracao da fracao periplasmatica foi realizada por choque osmético das
células que expressaram a proteina. O tampao de saturacédo, contendo 50 mM
Tris pH 7.4, 5 mM EDTA e 200 g/l sacarose e o tampao de choque osmatico,
composto por 5 mM MgCl,, foram preparados e refrigerados (GRISSHAMMER,;
NAGAI, 1995). Apés a fase de indugdo, a cultura foi transferida para tubos de
ensaio de 50 mL e centrifugada a 8.000 rpm e 4 °C por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 10 mL de
tampao de saturacdo a cada 50 mL de cultura original. O tubo foi incubado em
banho de gelo por dez minutos sob leve agitacdo. Depois de um passo de
centrifugagao igual ao primeiro, apés descarte do sobrenadante, foi adicionado 4
mL de tamp&o de choque osmdtico. A suspensao foi submetida a banho de gelo
por dez minutos sob leve agitagdo e a centrifugacao foi repetida. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo e armazenado a 4 °C.
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4.11.5. Quantificacao
Solugcbes de proteina foram submetidas ao método de quantificacao
Bradford, medindo a absorbancia da solucdo a 595 nm, ap6s coloracdao com o

reagente Coomassie Brilliant Blue 1 (BioRad).

Padrées de albumina de soro bovino (BSA), contendo 0, 100, 250, 500 e
1000 pg/mL de proteina, diluidos em 0,15 M de NaCl, foram preparados. As
amostras de proteina foram aplicadas em diluicées de 1x, 2x e 5x.

Para a realizacdo do ensaio, 1 mL da solucdo de Coomassie Brilliant Blue 1
foi adicionado a 20 pl de amostra em uma cubeta de leitura de absorbancia e

misturado por inversao da cubeta.

Apés o tempo de cinco minutos de incubacao, as absorbancias foram lidas
em um espectrofotdmetro a 595 nm. As concentracées desconhecidas das
amostras de proteina podem ser calculadas comparando suas absorbancias com

a curva padrao de albumina.

4.12. Ensaio de atividade enzimatica

Os materiais utilizados para a realizacdo do ensaio foram: 4acido
hexadecanoico (Merck, Alemanha), peroxido de hidrogénio (Synth, Brasil), acido
cloridrico (Chemco, Brasil), fosfato monossédico (Merck, Alemanha), fosfato
dissddico (Merck, Alemanha) e solugdes de enzimas acido graxo descarboxilase

purificadas.

As reacOes de descarboxilagdo foram realizadas em tubos de ensaio
Eppendorf de 1,5 mL com um volume final de 1 mL e placas de microtitulagdo de
96 pocos com um volume final de 200 ul, contendo 100 mM de tampéo fosfato pH
7,5, 100 uM de acido hexadecandico, 50 uM de perdxido de hidrogénio e 0,5 pM
de acido graxo descarboxilase (adaptado de Rude et. al, 2011). Uma amostra
referéncia foi preparada, substituindo a acido graxo descarboxilase por &acido
graxo descarboxilase desativada por calor (95 °C por 5 min).
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Para a realizagdo de cada ensaio, primeiro o tampéao fosfato foi transferido
para o recipiente de ensaio (tubo ou poco da placa) e o substrato, diluido em
etanol, foi adicionado. Apdés uma etapa de homogeneizagdo, a enzima e o
peroxido de hidrogénio foram transferidos em rapida sucessao, iniciando assim a

reacao enzimatica.

A solucéo foi incubada sob agitacao por 30 minutos a 25 °C e a enzima foi
desativada adicionando-se 10 M de &cido cloridrico, atingindo uma concentracao
final de 0,1 M. A analise quantitativa dos compostos formados durante a reacao foi
realizada por GC-MS (item 4.16.1).
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4.13. Desenho de proteinas

4.13.1. epPCR
O seguinte protocolo foi utilizado para a introducao de quatro mutacbées nao-
silenciosas por gene de 4cido graxo descarboxilase.

Foram preparadas duas solucdes especificas para a realizacdo de epPCR:
uma solugcdo de dNTP desbalanceada, composta de 20% de dATP e dGTP e 80%
de dCTP e dTTP e outra contendo 1 mM de cloreto de manganés, esterilizada por

microfiltracao.

A composicdo da reacdo de epPCR em um volume final de 50 ul e o
programa utilizado no termociclador estéo listados na Tabela 4.

Tabela 4: Protocolo da reacao de epPCR a esquerda e seu programa de termociclagem a direita

Reagente Volume [pl] T[°C] t [min]
Tampéao GoTaq (5x) 10 94 5:00
GoTaq polimerase 0,5 94 0:50
dNTP desbalanceado 2,5 59 0:50 30x
Primer forward 5 uM 1 72 1:20
Primer reverse 5 uM 1 72 5:00
25 mM MgCl, 10 4 00
1 mM MnCl, 7,5
DNA molde 0,1
H,0 17,4

4.13.2. Desenho racional

As mutacdes desenhadas foram inseridas por mutagénese direcionada por
Tag-Phusion polimerase (New England Biolabs). Os primers forward e reverse
fosforilados na extremidade 5’ e a polimerase Phusion de alta fidelidade permitem
a replicagao do plasmideo inteiro e a subsequente circularizagdo do produto de
PCR por T4 ligase.
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Mutacdes pontuais foram

desenvolvidos (Tabela 5).

introduzidas através dos primers forward

Tabela 5: Mutacoes direcionadas planejadas e primers correspondentes. Os codons afetados estao
sublinhados, enquanto as bases modificadas estao em negrito

Mutacao

Primer

Q85H

ATTCATGGAATGGATGGCAGCG

F173H

ATGCGCATGGTGCTGTGGGACCG

F173Y

ATGCGTATGGTGCTGTGGGACCG

F173W

TCGACGCGTGGGGTGCTGTG

F292H

GCCCGCATTTAGGGGCGCTTGTC

F292W

CCCGTGGTTAGGGGCGCTTGTC

F292Y

CCCGTATTTAGGGGCGCTTGTC

O protocolo e o programa de termociclagem da reacdo de PCR estao

listados em Tabela 6.

Tabela 6: Protocolo da reacao de Phusion PCR a esquerda e seu programa de termociclagem a direita

Reagente Volume [pl] T [°C] t [min]

Tampao Phusion (5x) 2,0 98 0:30
Taq Phusion 0,1 98 0:05
dNTP 0,2 T 0:20
Primer forward 5 uM 0,6 70 1-45
Primer reverse 5 uM 0,6 75 200
DNA molde 0,2

H,O 6,3 N N

4.14. Rastreamento e selecao de clones positivos

30x

Para a realizacdo do ensaio colorimétrico para a detecgdo de atividade

enzimatica através de descarboxilacdo, foi preparada uma solugcdo de 5% de
produto de ensaio de atividade (item 4.12) e 95% de 1 mM ABTS sal diaménio
(Sigma-Aldrich, EUA) com 0,5 U/mL de peroxidase de raiz forte (Sigma-Aldrich,

EUA).
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Em paralelo, uma curva padrdo com amostras de referéncia, contendo
concentragdes de 0 a 100 pM de perdxido de hidrogénio (Synth, Brasil), foi
realizada para obter a relacdo entre absorbancia a 405 nm e a concentracao de

peroxido de hidrogénio por meio de regressao linear.

Depois de um tempo de incubacédo de 15 minutos a 25 °C, a absorbancia da
solugdo em um comprimento de onda de luz de 405 nm foi obtida através de um
espectrofotdmetro.

4.15. Automatizacao robética dos ensaios de desenho de proteinas
A programagdo da automatizacdo utilizando a plataforma robética foi

integralmente desenvolvida como parte desse trabalho.

4.15.1. Sistema de rastreamento de alto desempenho

O sistema de rastreamento de alto desempenho utilizado neste trabalho
permite a execugdo precisa e continua de uma variedade de protocolos. O
equipamento consiste de trés componentes principais: plataforma de pipetagem
Microlab STARIlet (Hamilton Robotics), estufa automatizada Cytomat 2 C-LIN

(Thermo Scientific) e espectrofotdmetro SpectraMax Plus384 (Molecular Devices).

A realizagdo de experimentos nessa plataforma é programada no pacote
Venus Two, uma interface de software proprietaria da Hamilton Robotics. Os
procedimentos a serem realizados pela plataforma robética foram programados
através de uma sequéncia de blocos de acbes e ajustes de seus parametros,
como esquematizado na Figura 11.

A plataforma de pipetagem STARIet disponibiliza uma variedade de
componentes na superficie de trabalho (deck) e no seu brago de pipetagem. A
Figura 12 mostra a parte interna do STARIlet, onde, da esquerda para a direita,
estdo localizadas posi¢cdes para carregadores (racks) de ponteiras de diversos
volumes, suportes para recipientes de reagentes de 50 e 200 mL, tubos de ensaio
e placas de microtitulagdo (MTP).
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Figura 11: Bloco de agédo “aspire” e seus parametros no software “Hamilton Venus Two”. Primeiro a
sequéncia de locais de aspiragido de liquido é definida em “Aspirate from sequence” com opgao de
incremento automatico da sequéncia. “Volume [ul]” permite a definicao do volume de liquido aspirado.
“Tip type” informa o tipo de ponteira utilizada para a operagao. “Dispense mode” define o modo de
dispensacido do liquido. “Liquid” permite o ajuste da pipetagem ao tipo de liquido usado. O item
escolhido como “Liquid class” contém parametros fisicos sobre como o liquido é manipulado durante
aspiracao e dispensacao. As ponteiras para o passo de aspiracao sao adquiridas nos locais definidos
pela sequéncia escolhida em “Pick up tips from sequence” com opg¢ao de incremento automatico da
mesma. A opgao “Use tip counter” permite a contagem continua de ponteiras usadas. O modo de
aspiracao de liquido pode ser monitorado por cLLD (deteccao de nivel de liquido por condutividade)
ou pLLD (deteccdo de nivel de liquido por pressao). Detectando o nivel de liquido no local de
aspiracao, a ponteira entra no liquido pelo valor informado em “Submerge depth”. Negando o uso dos
dois modos de detec¢ao de nivel, os parametros “From container bottom”, “Aspiration position above
touch” e “Retract distance for transport air” permitem a definicao de alturas (eixo z) para a aspiragao
de liquido.
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A garra acima dos racks de ponteiras é a ferramenta iSWAP, que possibilita
o transporte de placas para as posi¢oes do suporte ao lado direito e alcancar
posicoes fora dos limites do deck. As ferramentas CO-RE Grip, posicionadas na
barra de descarte, localizada a direita na frente da figura, sdo acessadas atraves
de dois canais de pipetagem do STARIlet e somente podem ser utilizadas para

alcancar posigdes dentro dos limites do deck.

Recipiente

Figura 12: O deck do Microlab STARIet. A superficie de trabalho (deck) contém acessorios para
acomodar diferentes consumiveis. Ponteiras de diversas capacidades, recipientes para reagentes,
tubos de ensaio, placas de deep-well e de microtitulacao, entre outros, podem ser utilizados.

O STARIet possui oito canais de pipetagem (Figura 13). Utilizando placas
de 96 pocos, a plataforma consegue transferir liquido para uma coluna da placa
em uma Unica operacdo. A aspiracao do liquido é realizada por deslocamento de
ar, similar as pipetas manuais. O movimento dos canais € livre em todas as

diregcbes, podendo alcangar todas as posi¢cdes dentro dos limites do deck.

As ponteiras utilizadas pelo sistema séo disponiveis nos volumes de 10, 50,
300 e 1000 pl, conseguindo cobrir a faixa de 1 a 1000 pl de volume liquido. A
ligacédo entre o canal e a ponteira é estabelecida por um o-ring em volta do canal,
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que é expandido quando o canal entra na ponteira, realizando a vedacao. O
material especial das ponteiras permite a detec¢cdo do nivel de liquido por
condutividade. Para liquidos ndo condutiveis existe 0 modo de deteccao de nivel
por pressao, que funciona por aspiragao continua do canal até a deteccédo da
mudanca de pressao dentro do canal, ao tocar na superficie do liquido. Essas
caracteristicas permitem uma variedade de modos de pipetagem e a sua
adequacao as necessidades de cada aplicacao. Utilizando volumes adequados
para cada tipo de ponteira, as precisdes das transferéncias de liquido, relatadas
pelo manufator do equipamento, estdo na faixa de 1% (Tabela 7).

Figura 13: Os oito canais de pipetagem do Microlab STARIlet, sem ponteiras.

A estufa robotizada “Cytomat” possui 31 posicdes para placas de
microtitulacdo, distribuidas em dois racks (Figura 14). Controlada pelo software
Hamilton Venus Two, o brago robético da estufa consegue armazenar e retirar a
placa requerida de sua posicao, disponibilizando a mesma na bandeja externa da
estufa, que age como interface entre a plataforma de pipetagem STARlet e o
Cytomat.
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Figura 14: Vista frontal da estufa Cytomat com a porta aberta.

Tabela 7: Precisao de pipetagem, relatada pelo fabricante do STARIlet

Volume ponteira | Volume liquido | Precisao

[ut] [l [%]
10 0,5 6,0
10 10 1,0

300 200 0,75




4.15.2. Montagem da biblioteca de clones

Apbés a producdao de uma biblioteca de DNA com o gene p450
descarboxilase de B. subtilis diversificado (item 4.13), essa biblioteca foi inserida
na linhagem de expressdo E. coli BL21 Rosetta™ 2 por eletroporacéo (item 4.7),
usando o plasmideo de secrecao pET-22b(+). Cada uma das colénias dos clones
que cresceram nas placas de LB sdélido com os antibiéticos ampicilina e
cloranfenicol foi transferida para um poc¢o de uma placa de microtitulacdo de 96
pocos contendo 200 pl de meio LB liquido e incubada na estufa robotizada
Cytomat por 16 horas a 30 °C. Foram usados 91 clones mutantes, dois controles

sem in6culo e trés controles com o gene nativo por placa.

4.15.3. Expressao heterdloga de proteinas diversificadas

Inéculo

Como primeiro passo da expressao heterdloga dentro do sistema de HTS, o
Cytomat retira a placa a ser processada de sua posicao especifica no rack e
transporta para a bandeja exterior, que atua como interface entre a plataforma de
pipetagem e a estufa. A garra iISWAP desloca a placa para a posi¢cdo P1 no deck e
em seguida transporta para a gaveta aberta do espectrofotdmetro SpectraMax,
para realizar uma leitura de controle das densidades éticas em cada poco da placa
a 600 nm, apds cinco segundos de agitacdo. Depois da leitura, a placa é
transportada para a posicdo P1 pela garra iSWAP e a ferramenta CO-RE Grip
transfere uma nova placa da pilha de placas para a posicao P2. Em seguida, a
placa é destampada pelo CO-RE Grip, deslocando a tampa para a posicado T2,
que permite o enchimento de todos os pocos com 180 pl de meio LB liquido. O
CO-RE Girip retira a tampa da placa contendo a cultura em P1 e move para a
posicao T1. 20 ul de cultura de cada pogo séo transferidos para a placa em P2
com um passo de homogeneizagdo. As tampas de ambas as placas sao repostas
pelo CO-RE Grip e a placa contendo o pré-in6culo € transportada para a bandeja
de interface do Cytomat pelo iSWAP. A estufa devolve esta placa para a sua
posicao original, enquanto o iISWAP desloca a placa nova de P2 para a gaveta
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aberta do SpectraMax para realizar outra leitura de controle, obtendo as
densidades o6ticas dos poc¢os da placa inoculada a 600 nm apds cinco segundos
de agitacao. O iSWAP retorna a placa para a posicdo P2 e a transporta para a
bandeja de interface da estufa para ser transferida para a préxima posi¢céo vazia
no rack da estufa, onde permanece incubada a 30 °C por 2,5 horas. A placa de

pré-inéculo é retirada e armazenada em camera fria a 4 °C.
Inducao e complementacao

Apos este tempo de incubacgao, a placa é retirada da estufa, destampada
pelo CO-RE Grip e a cultura € homogeneizada por pipetagem. A tampa é
devolvida para a placa e uma leitura de controle é realizada no SpectraMax. O
ISWAP transfere a placa para a posicédo P2 e o CO-RE Grip retira a tampa antes
da adicao de 2 pl da mistura de 50 mM IPTG e 16,6 mM FeCls. A placa é tampada
pelo CO-RE Grip e incubada no Cytomat a 30 °C por cinco horas.

Lise periplasmatica

Seguindo o didlogo de usuario na tela do computador, a placa é retirada
manualmente da estufa e centrifugada a 3.500 rpm e 4 °C por vinte minutos.
Iniciando o0 passo de lise periplasmatica por choque osmético, as solugdes de
saturacédo e de choque osmético geladas sao disponibilizadas nos recipientes de
reagentes denominados. Apds o descarte do sobrenadante, a placa é reposta na
sua posicao original no rack do Cytomat e o dialogo € confirmado pelo usuario. Na
sequéncia, a estufa transfere a placa centrifugada para a bandeja externa e o
ISWAP desloca para a posi¢do P1 no deck, onde é destampada pelo CO-RE Grip
para a homogeneizacéo das células em 100 ul de tampéao de saturacao. A placa é
tampada e movida para a posicdo P4 e manualmente posta em um banho de gelo
por dez minutos. Apés ser centrifugada novamente a 3.500 rpm e 4 °C por vinte
minutos, o sobrenadante é descartado e a placa € reposicionada na posicao P4
para as células saturadas serem suspendidas em 50 pl de solucdo de choque
osmotico gelada. Apds dez minutos no banho de gelo, a placa é centrifugada pela
terceira vez a 3.500 rpm e 4 °C por vinte minutos.
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Ensaio enzimatico

Em paralelo, a plataforma de pipetagem prepara o ensaio enzimatico. O
CO-RE Grip disponibiliza duas placas novas da pilha de placas no deck nas
posicoes P2 e P3 e as destampa. 90 ul de tampao fosfato com 4&cido
hexadecanoico sao transferidos para cada pogo da placa em P2, aspirando 300 pl
e dispensando 90 ul em série, em trés colunas seguidas. Os primeiros e Ultimos
15 ul séo dispensados no recipiente de reagente de acido hexadecandico. A placa
em P3 é preenchida com 90 pl de acido butirico em tampéao fosfato pelo mesmo
método. Em seguida, 100 ul da solugéo de peréxido e hidrogénio sdo adicionados
a todos os pocos de ambas as placas em P2 e P3, aspirando 300 ul e
dispensando 100 pl em duas colunas seguidas, descartando os primeiros e
ultimos 50 ul para o recipiente de reagente de peréxido de hidrogénio.

Apbs o retorno da placa centrifugada para a posicdo P4 e confirmando a
continuacdo do método pelo didlogo de usuario no computador, a placa é
transportada para a posicdo P1 pelo CO-RE Grip e destampada. 10 pl do
sobrenadante de cada pogo sdo aspirados e dispensados nos pPocos
correspondentes na placa em P2 e a mesma é tampada. O mesmo processo é
repetido para a placa em P3 e ambas as placas em P1 e P3 sdo tampadas pelo
CO-RE Grip. A placa em P1 é descartada para o lixo pelo iISWAP e as duas placas
em P2 e P3 séo incubadas no Cytomat por uma hora a 30 °C e armazenadas nas

proximas posic¢oes livres no rack da estufa.

4.15.4. Rastreamento de clones positivos

No préximo passo, ambas as placas sao retornadas para as posicdes P2 e
P3 no deck e uma placa nova é transferida para a posicdo P1 pelo CO-RE Grip.
As tampas das placas em P1 e P2 sao removidas e 190 pl de solucao ABTS com
HRP sao adicionados em cada poco da placa em P1. Em seguida, 10 ul do ensaio
enzimatico com acido hexadecandico sao aspirados da placa em P2 e misturados
na placa contendo ABTS nos pocos correspondentes. Ambas as placas sao
tampadas e a placa do ensaio enzimatico em P2 é descartada para o lixo pelo
iISWAP.
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Uma nova placa vazia da pilha de placas é disponibilizada na posicao P2 e
destampada. A tampa da placa em P3 também é removida. A nova placa é
preenchida com 190 ul de solugdo ABTS com HRP e 10 ul do ensaio enziméatico
com acido butirico. O CO-RE Grip retorna as tampas para as placas e o iSWAP
descarta a placa em P3 para o lixo.

Apo6s um periodo de incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente no
deck, as absorbancias dos pocos de ambos os ensaios sdo medidas pelo
espectrofotdmetro a 405 nm, com agitacao prévia de cinco segundos e devolvidas
para as suas posi¢des no deck. Finalizando o método, as placas sdo descartadas
para o lixo pelo iSWAP.

4.15.5. Selecao de mutantes candidatos

Os valores de absorbancia de cada placa foram comparados com a média
das absorbancias, resultando do desempenho das proteinas nativas expressas
nos trés pocos de controle. Os menores valores de absorbancia foram destacados
pelo programa Microsoft Excel e as culturas dos pocos escolhidos foram
inoculadas em 4 mL de LB liquido, contendo os antibiéticos ampicilina e
cloranfenicol e incubadas a 37 °C overnight. As culturas foram armazenadas a -80
°C em meio LB, contendo 15% glicerol.

4.15.6. Agendamento do processo HTS

Para permitir o processamento automatizado de mais de uma placa por dia,
foi utilizado o médulo “Scheduler”, que faz parte do pacote de software “Venus”. O
agendamento é realizado apds a avaliagdo da disponibilidade dos recursos da
plataforma durante cada passo do método. Feito isso, 0 médulo encaixa a¢des em
periodos de intervalo de cada um dos recursos da plataforma robética e permite
ensaios paralelos em até oito placas por dia. A Figura 15 mostra um agendamento
feito para o processamento de quatro placas em paralelo. Barras cinzas
representam periodos de intervalo dos recursos da plataforma. Na parte de baixo,
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os trés recursos da plataforma de HTS estdo listados (ML Star, Cytomat e
SpectraMax) e os blocos coloridos indicam a duracéo de cada agdo dos mesmos.
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Figura 15: Visualizacao de um agendamento de quatro processos em paralelo, no modulo “Scheduler”.

4.16. Métodos analiticos

4.16.1. GC-MS

A identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos foram realizadas
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
(Waters Micromass Q-TOF). Uma coluna HP-5-MS (30 m x 0,25 mm; filme 0,25
um) com fluxo de 1 mL/min de hélio foi utilizada para a separagdo das moléculas.
Foram injetados 10 pl de cada amostra com um split de 5 e uma temperatura de
280 °C no injetor. A temperatura do forno foi mantida a 100 °C por 5 min e
aumentada gradualmente para 280 °C, com uma taxa de 20 °C/min. A temperatura
de 280 °C foi mantida por mais 3 min. A temperatura do detector foi ajustada para
280 °C e a faixa de 50 a 500 m/z foi escaneada pelo equipamento (adaptado de
RUDE et al., 2011).

Antes da corrida, a fase organica das amostras de 1,5 mL foi extraida pela
adicao de 300 pl de acetato de etila. O extrato foi derivatizado com 50 pl de N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com 1% trimetilclorosilano (Sigma) a 60 °C por 20
min para evitar a perda de sinal do substrato diante da alta temperatura durante a
injecao (adaptado de RUDE et al., 2011).
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4.16.2. HPLC

A quantificacdo de acido butirico foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia HPLC, em um cromatografo Alliance HT (Waters) com detector de
indice de refragdo (Waters 2414) e detector de arranjo de fotodiodos (Waters
2998). Foi utilizada uma coluna de exclusao iénica Aminex HPX-87H (300mm x
7.8mm, BioRad) aquecida em um forno a 35 °C, HoSO4 2 mM (pH 2,3) como fase

moével e um fluxo de 0,6 mL/min.

4.17. Sequenciamento

Os sequenciamentos de confirmacdo de inserto e identificacdo de
sequéncias diversificadas foram realizados utilizando o método Sanger (Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer).

A reacao de PCR para o preparo de amostras para o sequenciamento esta
descrita na Tabela 8.

Tabela 8: Protocolo da reacdao de PCR para sequenciamento Sanger a esquerda e seu programa de
termociclagem a direita

Reagente Quantidade T[°C] t [min]
Tampao/BigDye 1:1 2,0 ul 96 1:00
Primer (5 pmol) 1,6 pl 96 0:10
DNA 300 ng 58 0:05 25x
H.0 g.s.p.- 10 ul 60 1:00

4 o0
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5. Resultados e discussao

5.1. Identificacao do gene alvo

A patente W0O/2009/085278 (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009) descreve a
producéo de alcenos através da acao de acido graxo descarboxilases, nativos em
micro-organismos. Utilizando o co-substrato H>O,, essas enzimas convertem
acidos graxos de cadeia par entre doze e vinte carbonos em um alceno, liberando

uma molécula de diéxido de carbono (RUDE et al., 2011).

Cinco enzimas, cada uma delas produzida por uma bactéria diferente, sao
descritas na patente mencionada (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009). Nessa
patente foram relatados motivos supostamente caracteristicos para acido graxo
descarboxilases. No presente trabalho, estes motivos foram confirmados como
conservados nos genes dos cinco organismos pelo algoritmo de alinhamento
ClustalW (LARKIN et al., 2007). Os alinhamentos podem ser visualizados no
Quadro 1. Como o motivo 3 (em vermelho) é um trecho de motivo 4 (laranja e

vermelho), o resultado de ambos esta reunido em uma Unica tabela.

Além dos cinco genes relatados na patente, foram identificados outros genes
com o potencial de funcao das enzimas acido graxo descarboxilase. O algoritmo
Fuzzpro (RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000) permite a busca de motivos em
bancos de dados de sequéncias gendmicas e foi aplicado ao banco de dados do
NCBI, rastreando sequéncias proteicas pelos padrées dos motivos 1 a 4.

Sobrepondo os resultados da analise Fuzzpro, foi identificado um organismo
adicional que contém um gene com todos os motivos carateristicos para a
atividade de &cido graxo descarboxilase (Figura 16). Descrito como proteina
hipotética CA_C3330, o gene de Clostridium acetobutylicum (ATCC 824) foi
considerado um dos candidatos para os ensaios de atividade de enzimas acido
graxo descarboxilase nativas.

Outra analise bioinformatica, utilizando o Modelo Markov Escondido (HMM),
também lista este gene (CA_C3330) como um dos homélogos mais similares aos
cinco genes descritos na patente.
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Quadro 1: Confirmacao de ocorréncia de motivos de acido graxo descarboxilase em genes candidatos.
Os motivos conservados (em vermelho) foram identificados em todos os alinhamentos dos cinco
genes especificados na patente W0/2009/085278 (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009).

Motivo 1: FXXE[VI] [RK]RXYPF{F}PX[LIV]

M. populi ------- AAERFTDEVRREYPFIPFIGGRVRAPFHFGGHDFREGEWVLMD 326

B. subtilis —------- EREMFVQEVRRYYPFGPFLGALVKKDEVWNNCEFKKGTSVLLD 317
Jeotgal. sp —————--- YAYKFAQEVRRYYPFVPFLPGKAKVDIDFQGVTIPAGVGLALD 319
C. efficiens ---———- PVAFAFAQEVRRVYPEFVPMLPAIATTDTEIQGCPVHEGERVIID 329
K. rhizophila GTLLDVPEAVAFAQEVRRVYPFVPMLPAEVTQDTEIQGCPVHKGERVVLD 328

* e khkAkk Akk ke o * . .k

Motivo 2: PX(6) [LI]X(4) {G}[VI][HQM]X[MLV]DGX (2)HX (2)RK
M. populi --DSDLFAARLLL-SPVICMSGAEAARHFYDGHRFTRRHALPPTSFALIQ 90
B. subtilis --NSDLFQARLLG-KNFICMTGAEAAKVEFYDTDRFQRQNALPKRVQKSLE 79
Jeotgal. sp —--NTSVFQTKALGGKPFVVVTGKEGAEMFYNNDVVQREGMLPKRIVNTLE 79
C. efficiens SPDANTPLRSRMLFKPVTIVRGSAGVELFYDNDRMKRDGAMPAVIRIPLE 91
K. rhizophila SSDSGCPVRMPLLGKQTVLVRGEEGVKLEYDTSRVRRDGAMPGVVQGPLEF 83

oL Fr . H

M. populi DHGSVMVLDGAAHLARKAMFLSLVGEEALQRLAGLAERHWREAVSGWARK 140
B. subtilis GVNAIQGMDGSAHIHRKMLFLSLMTPPHQKRLAELMTEEWKAAVTRWEKA 129
Jeotgal. sp GKGAIHTVDGKKHVDRKALFMSLMTEGNLNYVRELTRTLWHANTQRMESM 129
C. efficiens GEGAVHSLDGEEHRLRKRQLADVAYDDDKVAEFDALVRREVDRVVQDWAR 141
K. rhizophila GAGAVHGLDGEAHRVRKNQLADMAYEDERVAAYKPFVAEELENLVARWK- 132

. k% * * K

Motivo 3 e 4:
{RK}X (6) [LMV]X (4) [AC] [AG] [IV] [DE] [IL]XNX (2) RPX[VI]AX (3) [FY]X (2) FX(3)A[LMV]X [DE]
M. populi PRNWRG-HLYRARTERWVRKVIDEIRSGRRDVPPG-AARTIAEHODADGO 236
B. subtilis PRHWKG-RRARPRAEEWIEVMIEDARAGLLKTTSGTALHEMAFHTOEDGS 226
Jeotgal. sp FKGYKASKEARRRVEDWLEEQIIETRKGNIHPPEGTALYEFAHWEDYLGN 229
C. efficiens LKGHALGWINRARLNRWALKLIRQARAGERHVAPGSALEAMSRLVGPDGE 238
K. rhizophila AT-HLVSRLDRIALDRRFAALIKDVRAGKVNAPEDSVLAHMAALVDEHGE 228

* . * . ox % .. *
M. populi RLDRTVAGVELINVLRPTVANARYIVFAAMALHDHPHQRAALADGGE--- 283

B. subtilis OLDSRMAAIELINVLRPIVAISYFLVFSALALHEHPKYKEWLRSGNSR-- 274
Jeotgal. sp PMDSRTCAIDLMNTFRPLIAINREVSFGLHAMNENPITREKIKSEPD--- 276
C. efficiens LVDASIAGIELONLTRPTVAVSLFASFAGSALVEHPEWVEKIREGGQ--- 285
K. rhizophila LVDAKTAGIELONLTRPNVAVARFAAFAATALVEHPEWVERIRAASEQRG 278

.k ek K *x e % . * ke .o %
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Figura 16: Sobreposicao de resultados positivos da analise Fuzzpro.

Genes de B. subtilis, C. efficiens e C. acetobutylicum sao os unicos possuindo todos os quatro
motivos em questao.

Todas as enzimas identificadas fazem parte da familia dos citocromos
p450, com um tamanho médio de 48 kDa (1251 - 1290 pb). Essas
descarboxilases sao bifuncionais e agem também como hidroxilases (RUDE et al.,
2011). As enzimas encontradas correspondem aos genes listados em Tabela 9.

Tabela 9: Genes candidatos para o desenho de uma descarboxilase produtora de alcenos de cadeia
curta.

Nome Sigla Origem Tamanho [pb]
C3330 A Clostridium acetobutylicum (ATCC 824) 1257
CYP152A1 B Bacillus subtilis (ATCC 6633) 1254
CE2459 C Corynebacterium efficiens (DSM 44549) 1287
OleT D Jeotgalicoccus halotolerans (DSM 17274) 1266
KRH21570 - Kocuria rhizophila (DSM 11926) 1251
Mpop1292 - Methylobacterium populi (ATCC BAA-705) 1275
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5.2. Isolamento dos genes

Os primers para a amplificagdo dos genes candidatos (Tabela 9) foram
desenhados com o software Primer3, visando uma futura clonagem no plasmideo
pET SUMO (Invitrogen) com o resultado apresentado na Tabela 10 (ROZEN;
SKALETSKY, 2000).

Tabela 10: Primers utilizados para a amplificacao dos genes correspondentes. Em verde a cauda pré-
adaptadora, vermelho os sitios de restricio e preto a parte complementar ao gene. A Ty foi
determinada em ensaios de PCR de gradiente.

Gene Primer Adaptador Tm [°C]
CYP152A1 - forward  TCTAGGATCCAATGAGCAGATTCCACATGAC BamHl

CYP152A1 - reverse  CTGGAAGCTTTCTTCGATAAAGGAAGAGAGCTT Hindlll >
OleT - forward CAGTGTCGACGCAACACTTAAGAGGGATAAG Sall

OleT - reverse GACTCGAGTTATGTTCTGTCTACAACTTCG Xhol %
CE2459 - forward CTGAATTCGAAGAGGTCCCACCGATGAC EcoRl

CE2459 - reverse GACTCGAGCGAAAATCCCACCACATCAG Xhol %0
C3330 - forward CAGTGTCGACTTACTAAAAGAAAATACAGCAARAAG  Sall

C3330 - reverse GACTCGAGGTAAATTAATTCCAAAATTAAAGC Xhol >
KRH21570 - forward  CTGAATTCACTTCACCGTTCGGTCAGACCCGTTC EcoRl

KRH21570 - reverse ~ TCAGAAGCTTGCGCTCAGCGGGTGGTG Hindlll %0

Devido ao alto conteudo GC da regido do gene Mpop1292, ndo foram
encontrados primers adequados para a amplificacdo do gene de M. populi. Por
esse motivo, o gene foi removido da lista de candidatos para as etapas
subsequentes.

As linhagens foram reativadas e cultivadas com sucesso e o DNA genémico
foi extraido (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Em seguida, as T, dos primers foram
determinadas por PCR de gradiente, baseadas nas T, calculadas pelo software
Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000), para garantir o maior nivel de
especificidade da amplificacdo e assim a maior qualidade do isolamento dos
genes candidatos (Figura 17).
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Figura 17: Gel de agarose com amostras de PCR gradiente das linhagens J. halotolerans, K. rhizophila,
B. subtilis, C. acetobutylicum e C. efficiens, mostrando a confirmacao da amplificacao dos genes
candidatos.
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5.3. Construcao de plasmideos

5.3.1. pAP1 - pAP4

Quatro dos cinco genes candidatos (genes A — D, Tabela 9) foram inseridos
no vetor de clonagem pGEM®-T Easy. A Figura 18 mostra o gel com os produtos
de PCR, realizado a partir de plasmideos dos transformantes positivos, apds
Miniprep. As clonagens também foram confirmadas pelo padrdo de digestao dos
plasmideos apds ensaios de restricio com as enzimas correspondentes aos

adaptadores utilizados em cada gene.

Figura 18: Confirmacao de insertos apos transformagao de pAP1 a pAP4 em E. coli por Miniprep e
PCR. BS = B. subtilis, CA = C. acetobutylicum, CE = C. efficiens, JH = J. halotolerans.
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5.3.2. pAP5 - pAP8
Os primers desenvolvidos nesse trabalho, para a utilizagdo no plasmideo de
expressao pET-28a(+), foram apresentados na Tabela 3.

Foram obtidos clones contendo os genes A — D, confirmados por extracéo
do plasmideo através de Miniprep, seguido de PCR com os primers especificos de
cada gene (Tabela 3). O resultado da amplificagdo de cada inserto dos
transformantes é apresentado na Figura 19.

As clonagens também foram confirmadas pelo padrao de restricdo dos
plasmideos, através de reagdes de digestdo com as enzimas correspondentes aos
adaptadores utilizados em cada gene.

1636 bp s

1018 bp " -m

Figura 19: Confirmacao de insertos apos transformacdo de pAP5 a pAP8 em E. coli, extracdo por
Miniprep, seguida de PCR. As letras denominam os genes das proteinas A a D.
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5.3.3. pAP9
A transformagéo de E. coli BL21 Rosetta™ 2 com o plasmideo pAP9 (pET-

22b(+) com gene de proteina B inserido) foi confirmada por amplificacédo do gene

B, através de PCR a partir do produto de Miniprep (Figura 20).

1ko B
—
—
—
—
1636 | wm—
—
1018 | s

Figura 20: Confirmacao do inserto apés transformacao de pAP9 em E. coli, extracdao por Miniprep,
seguida de PCR. As letras denominam os genes das proteinas A a D.

A clonagem também foi confirmada pelo padréo de restricdo do plasmideo,

apos reacao com as enzimas Ncol e BamH].
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5.3.4. pAP10 - pAP16
Os plasmideos pAP10 a pAP16 consistem de vetor de secrecdo pET-22b(+)

e um dos genes diversificados por mutagéo direcionada inserido.

Tabela 11: Mutacoes direcionadas planejadas e primers correspondentes. Os codons afetados estao
sublinhados, enquanto as bases modificadas estao em negrito.

Mutacao Primer

Q85H ATTCATGGAATGGATGGCAGCG
(RUDE et al., 2011)

F173H ATGCGCATGGTGCTGTGGGACCG
F173Y ATGCGTATGGTGCTGTGGGACCG
F173W TCGACGCGTGGGGTGCTGTG
F292H GCCCGCATTTAGGGGCGCTTGTC
F292wW CCCGTGGTTAGGGGCGCTTGTC
F292Y CCCGTATTTAGGGGCGCTTGTC

5.3.5. pAP17
O plasmideo pAP17 consiste de vetor de secrecao periplasmica pET-22b(+)
e 0 gene diversificado da proteina B inserido, que gerou a nova enzima com

atividade acido octandico descarboxilase.
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5.4. Expressao heterdloga

5.4.1. Determinacao das condicoes otimas

Através da comparacao de intensidade das bandas nos géis de acrilamida,
na fragdo soluvel, com tamanho de aproximadamente 48 kDa (Figura 21), a
inducdo da expressao com 0,1 mM de IPTG se mostrou suficiente, apresentando
as mesmas concentracdes de proteina apés 0, 2 e 4 horas, comparada com a
utilizacdo de 0,5 mM. O tempo de expressdo prolongado de 16 horas nao
apresentou diferenga na concentragdo proteica, comparada com a amostra

retirada apds 4 horas. Entre as temperaturas utilizadas (20, 30 e 37 °C), as
maiores intensidades foram obtidas a 30 °C.

Dessa maneira, as condicbes de expressdo Otimas avaliadas para a
proteina B foram determinadas como 30 °C e 0,1 mM de IPTG, com um tempo de

expressao de 4 horas, sendo aplicadas para os ensaios subsequentes com todas
as proteinas candidatas.

0.1 mM IPTG 0.5 mM IPTG

t0 12 t4 t0 t2 t4

PM S P S P S P

70 KDa -

50 kDa—| -

30 kDa s |

70 kDa s

50 kDa s

)

30 kDa s

= N . | o
Proteina B- Gel 01 Proteina B- Gel 02

Figura 21: Resultado da expresséo heterologa da proteina B a 30 °C na cepa de expresséo E. coli BL21
Rosetta™ 2, ressaltando as bandas relevantes (~48 kDa). A esquerda o gel com o perfil de proteinas
expressas por inducdo com 0,1 mM de IPTG, mostrando a mesma relacao entre as fracoes to, t2 e ts

soluveis (colunas “S”) e insoluveis (colunas “P”) como o gel da direita, que mostra o perfil de
proteinas expressas por inducdo com 0,5 mM de IPTG.
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5.4.2. Expressao em escala pequena

Apés a primeira otimizacdo da expressao em escala pequena, os padroes
de expressao das proteinas A a D foram investigados e comparados entre si, com
o intuito de determinar a melhor candidata para os ensaios posteriores.

Avaliando a solubilidade das quatro enzimas, a proteina A mostrou uma
solubilidade aproximada de 50%, proteina B teve o melhor desempenho com 60%
na fracdo soluvel e as proteinas C e D foram expressas com 30% na parte soluvel,
como pode ser observado na Figura 22.

Mw 5 P 5 P 5 P 5 P

55 kDa
40 kDa

Figura 22: Proteinas A, B, C e D expressas em E. coli BL21 Rosetta™ 2 ap6s 5 h de indugéo a 30 °C,
com 0,1 mM IPTG. As setas brancas apontam para as bandas das proteinas relevantes nas fracoes
soluveis “S”. Fracao “P” denomina a parte insoluvel, retida no pellet. A analise do padrao de bandas
mostra que proteina B teve o melhor desempenho na relacdao entre fracao soluvel e insolivel com
aproximadamente 60% solubilidade, seguida pela proteina A, com 50%. Proteinas C e D mostram
solubilidade inferior, com aproximadamente 30% de solubilidade.

Aplicando o quarto modo de expressdo do capitulo 4.11.1, os niveis de
proteina na fracao solUvel aumentaram significativamente, como visualizados na
Figura 23 e descritos em Tabela 12.
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B C D
Mw Clostridium - t4 Bacillus-t4  Corynebacterium -t4 Jeotgalicoccus - t4
Sob Pel Sob Pel Sob Pel Sob Pel

55 kDa

40 kDa

Figura 23: Proteinas A, B, C e D expressas em E. coli BL21 Rosetta™ 2 ap6s 4 h de indugdo a 30 °C
com 0,1 mM IPTG e 27 mg/l FeCl;. As setas apontam para as bandas das proteinas relevantes nas
fragoes soluveis “Sob”. Fragido “Pel” denomina a parte insoluvel, retida no pellet. A analise do padrao
de bandas mostra que todas as proteinas foram expressas com um aumento de solubilidade,
estimando o valor maior para a proteina B, com aproximadamente 80% de solubilidade, seguida pela
proteina A, com 70%. Um aumento drastico foi observado para as proteinas C e D, com solubilidades
de 60 e 50% respectivamente.

Tabela 12: Aumento de solubilidade de p450 descarboxilases pela expressdo em E. coli BL21
Rosetta™ 2 com 4 h de indugéao a 30 °C, adicionando 0,1 mM IPTG e 27 mg/l FeCls. O resultado mostra
um aumento médio de 20% de solubilidade para todas as proteinas expressas.

Solubilidade [%] ap6s
inducao com

“Proteina IPTG IPTG e FeCls
A 50 70
B 60 80
C 30 60
D 30 50

5.4.3. Purificacao

As proteinas acido graxo descarboxilases candidatas foram purificadas em
um sistema de cromatografia AKTA, utilizando a afinidade da cauda de seis
histidinas (6His) das proteinas clonadas com os ions de niquel (4.11.3).
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A Figura 24 mostra os cromatogramas obtidos durante as purificacées. As

quatro proteinas foram eluidas em aproximadamente 55 mL (pico).
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Figura 24: Cromatogramas da purificacao das descarboxilases nativas no sistema AKTA. Eixo y
esquerdo: mAU (concentragao de proteina), eixo y direito: % de tampao de eluigcao, eixo x: volume de
tampao passado pela coluna em mL. O pico de acido graxo descarboxilase pode ser observado em
aproximadamente 55 mL.

Os padrdes de intensidade dos picos nos cromatogramas da Figura 24

representam diferentes concentracdes. A proteina de maior concentracdo foi a
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proteina A de C. acetobutylicum, apresentando um sinal de 2000 mAU, seguida
pelas proteinas B (420 mAU), C e D (ambas 300 mAU).

As divergéncias entre as concentracées expressas das quatro enzimas
foram confirmadas, através da aplicacao das fracdes de proteina purificada em um
gel de acrilamida (Figura 25). A coluna 5 mostra a alta concentragéo da proteina
A. Proteina B foi purificada com alto grau de pureza (colunas 13 a 16), enquanto
as proteinas C e D apresentaram bandas fracas no gel, indicando concentracées

baixas.

1 2 3 4 5 & 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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Figura 25: Resultado da purificacio de proteinas A — D por afinidade (AKTA purifier). Da esquerda para
a direita, colunas 1 a 5: Expressao da Proteina A. 1 - Marcador molecular de proteinas, 2 - fase soluvel,
3 - flowthrough (proteinas sem afinidade a coluna de cromatografia), 4 — primeira fracao, 5 - segunda
fracao, com proteina A identificada pelo peso molecular. Colunas 6 a 7: Proteina D. 6 — flowthrough, 7
— primeira fracao, com proteina D identificada. Colunas 8 a 16: Proteina B. 8 — Marcador molecular, 9 -
fase soluvel, 10 - flowthrough, 11 - primeira fragao, 12 - segunda fragcao, com proteina B e impurezas,
13 - terceira fragao, com aumento de concentragao da proteina B, 14 - quarta fragdao, com proteina B
em alto grau de pureza, 15 - quinta fragao, com proteina B em maior concentragao e grau de pureza, 16
- sexta fracdo. Colunas 17 a 21: Proteina C. 17 — Marcador molecular, 18 — flowthrough, 19 — primeira
fracdao, com proteina C visivel, 20 — segunda fragdo, com proteina C identificada e menor grau de
impurezas, 21 — terceira fragao, com proteina C em maior concentracao.

5.4.4. Quantificacao

Os valores resultantes da quantificacdo através do método Bradford das
proteinas purificadas estdo apresentados em Tabela 13. A proteina A foi
produzida, apresentando a maior concentracao, de 620 pg/mL, seguida pelas
Proteinas B e C, ambas no mesmo patamar, com 265 ug/mL e 256 upg/mL,
respectivamente. A proteina D foi obtida com a menor concentracdo, de 142

pg/mL.
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Tabela 13: Quantificagao de proteinas por método Bradford a 595 nm.

Proteina ¢ [pg/mL]

A 620
B 265
C 256
D 142

5.4.5. Secrecao

Apods a transformacéo da cepa de expressdo E. coli BL21 Rosetta™ 2 com
o plasmideo pAP9 (item 5.3.3), a expressao heterdloga em escala pequena de 50
mL foi conduzida para confirmag@o da expresséo secretada da descarboxilase. A
proteina foi extraida seguindo o protocolo de lise periplasmatica (item 4.11.4) e
identificada em um gel de acrilamida (Figura 26).
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Figura 26: Confirmacdo da expressdo secretada da enzima descarboxilase. A cepa transformada
somente com o plasmideo de secrecido (coluna “pET22”) ndo apresenta bandas significativas na
regiao de tamanho molecular de 57 kDa. A seta vermelha aponta para a banda representando a enzima
acido graxo descarboxilase, proteina B, expressa e secretada para o periplasma da cepa de expressao
E. coli BL21 Rosetta™ 2 (coluna “B + pET22”). A seta preta indica a banda do peptideo sinal pelB, de
tamanho molecular de 37 kDa.

Com a funcionalidade da secrecao da proteina heteréloga confirmada, essa
estratégia de expressao foi selecionada para ser aplicada nos passos posteriores
desse trabalho, nos ensaios de rastreamento de HTS. A secregdo da proteina

facilita as etapas de lise de células para a extracdo da proteina, antes dos ensaios
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enzimaticos dos passos subsequentes do método de rastreamento automatizado.
Em contraste com a necessidade de aplicacdo de técnicas que requerem
manipulacdo manual como a sonicagcao, a secrecado possibilita a extracdo da

proteina na plataforma roboética através de choque osmatico.

5.5. Ensaios de atividade enzimatica das descarboxilases nativas

A andlise dos ensaios enzimaticos por GC-MS com o substrato acido
hexadecano6ico mostrou as atividades de descarboxilagdo de todas as enzimas, de
A a D. Foram detectadas quantias de &cido hexadecandico trimetilsililéster,
substrato derivatizado, e 1-pentadeceno, produto da descarboxilagdo, que foram
comparadas com os padrées das mesmas substancias e os espectros de massa
dos respectivos picos. Através dessas anadlises, a proteina B de B. subtilis foi
avaliada como a mais promissora para ensaios de melhoramento de alto
desempenho, sendo a escolhida como enzima molde para os ensaios de

diversificacao, na estratégia de desenho de proteinas.

Mesmo sendo a segunda melhor, considerando a média de producéo
absoluta de 1-pentadeceno, a proteina B mostrou a maior capacidade de consumo
de acido hexadecandico e tem caracteristicas de alta solubilidade na expressao
heter6loga. Essa facilitacdo do processo para a obtencdo da enzima foi decisiva

na escolha entre as enzimas B e C.
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A Figura 27 mostra a produgcdo absoluta das quatro enzimas testadas,
comparando as concentragdes finais do produto desejado da descarboxilagdo do
substrato acido hexadecandico, o 1-pentadeceno, ap6s 0 ensaio enzimatico
descrito no item 4.12.

Partindo de uma concentracao de 100 uM de acido hexadecandico em 1 mL
de solugcao de ensaio, foram detectados 1,0 a 6,1 uM do produto 1-pentadeceno,
apos 30 minutos de incubacdo. Nesse ensaio, a proteina C mostrou o melhor
desempenho, produzindo 6,1 uM de 1-pentadeceno, seguida pela proteina B com
5,3 uM de produto, o que significa uma diferenca de 14%.
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Figura 27: Producgéo enzimatica de 1-pentadeceno a partir de 100 uM acido hexadecanodico, em 30 min
ea 25 °C, pelas acido graxo descarboxilases A — D. As concentragdes foram determinadas por GC-MS.
A proteina C se destacou, produzindo 6,1 uM de 1-pentadeceno e a proteina B, escolhida para os
ensaios de desenho de proteinas, apresentou 5,3 pM.
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Para confirmar os resultados obtidos e aumentar a comparabilidade, os

valores absolutos gerados através de GC-MS apéds os ensaios enzimaticos foram

normalizados, aplicando-se o0 mesmo valor de concentracdo de enzima para todos

0s quatro ensaios. Seguindo a quantificagcdo através do método Bradford (item

5.4.4), o desempenho de cada proteina foi avaliado pela comparacdo de suas

atividades especificas. Como pode ser visualizado na Figura 28, as proteinas B e

C apresentam valores de atividade especifica proximos. A proteina B exibiu

1,1x10® U/mg de atividade, enquanto que a proteina C obteve um valor de

1,2x10® U/mg. A diferenca se enquadra em torno de somente 8% neste caso,

confirmando o bom desempenho da proteina B e justificando a escolha dessa

enzima dentre as candidatas.
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Figura 28: Atividades especificas das enzimas acido graxo descarboxilases A — D. Foram utilizados os
dados dos ensaios de atividade (Figura 27) e das quantificacbes das respectivas proteinas pelo

método Bradford (item 5.4.4).
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Apbés os ensaios com todas as quatro proteinas candidatas, foram
determinadas as concentracdes residuais do substrato 4cido hexadecandico para
cada enzima. A proteina B apresentou o maior consumo do substrato ap6s os
ensaios enzimaticos com acido hexadecandico (Figura 29). Como o consumo da
proteina B atingiu mais de 50% do substrato presente e a proteina C somente
processou em torno de 20%, a afinidade da proteina B ao substrato acido

hexadecanoico se mostra maior do que a da proteina C.
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Figura 29: Concentracées residuais do substrato acido hexadecandico apés ensaios enzimaticos com
as enzimas acido graxo descarboxilases A - D, determinadas por GC-MS. Foi utilizada uma
concentragao inicial de 100 pM acido hexadecandico, um tempo de reacdo de 30 min e uma
temperatura de 25 °C. A proteina B apresentou o melhor desempenho, consumindo 51% de substrato.

O maior consumo de substrato apresentado pela proteina B resulta em um
maior potencial de conversao através da mesma. Uma taxa alta de conversao de
substrato se mostra benéfica para a produc¢do de novos compostos com utilizagéo
da enzima modificada. Sendo assim, a proteina B foi selecionada para os

proximos passos.
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Testes com as quatro enzimas A — D, utilizando acido butirico como
substrato, mostraram que nenhuma das quatro proteinas apresenta a capacidade
de consumir acido butirico. A Figura 30 ilustra que as amostras controle, contendo
enzima inativada por calor, mostraram a mesma concentragdo de substrato das

amostras com enzima ativa, apds 0s ensaios enzimaticos.
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Figura 30: Andlise comparativa das concentracées residuais de acido butirico, apds ensaios
enzimaticos com as proteinas A — D, partindo de 100 pM de acido butirico, determinadas por HPLC.
Nao foi detectado consumo significativo do substrato acido butirico através das proteinas utilizadas.

5.6. Método de deteccao de atividade de acido graxo descarboxilase
uv

O aumento de absorcao da solucao de reagdao em luz UV 190 nm, durante o
ensaio enzimatico, mostrou que os percursos das curvas de absorcao das reacdes
catalisadas por enzimas atingem o valor maximo de absor¢cdo mais cedo do que
as nao catalisadas (Figura 31). Essa diferenca distinta oferece uma possibilidade
de deteccao de atividade enzimatica, porém exige a leitura de cada placa por um
periodo extenso durante o ensaio. Isso impossibilitou 0 uso do equipamento para
o processamento de multiplas placas em paralelo. A distincdo automatizada das
duas curvas e a determinacao do grau de diferenca para a comparagao entre as

amostras também exigiria métodos matematicos e estatisticos elaborados.
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Figura 31: Absorcdao em luz UV 190 nm de ensaios enzimaticos com proteina A (vermelho) e sem
enzima (azul), com substrato acido hexadecanodico. Utilizando a proteina, a absorbancia sofre um
aumento significativamente mais rapido do que é o caso sem a proteina. Esse fato possibilita a
deteccao de atividade enzimatica pelo monitoramento da reacao por medidas de absorbancia.

Agua de bromo

O método de descoloracao de agua de bromo por alcenos foi testado com o
sobrenadante de uma fermentacao de E. coli para a expressao de proteinas e nao
houve interferéncia através de meio e metabolitos no processo de descoloragéao.
Ap6s adicao de agua de bromo, o meio passou a apresentar uma coloracao
marrom e se descorou para a cor amarela clara original somente ap6s a adicao de

1-hexeno.

Os ensaios enzimaticos ndo mostraram resultados conclusivos no teste
com agua de bromo. Enquanto os ensaios contendo alcenos descoravam a
solucdo totalmente, aqueles contendo &cido graxo descoravam a solugédo
parcialmente.

Como a descoloracdo de agua de bromo nao permitia testes quantitativos
através da medigcdo de absorbancia, conclui-se que essa metodologia também
somente poderd ser usada na deteccado de alcenos em grandes concentragdes e
nao foi considerada viavel para a realizagdo em ensaios de HTS.
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ABTS

Através da utilizacdo de ABTS, foi desenvolvido um método colorimétrico
para a deteccao de atividade de descarboxilases que utilizam &cidos graxos como

substratos e geram alcenos como produtos.

7

O ensaio desenvolvido é compativel com sistemas de rastreio de alto
desempenho, por ser somente composto por passos de transferéncia de liquidos,
intervalos de incubacéo e leituras de absorbancia, além de oferecer a opgéao de

ser realizado em placas de microtitulacdo de 96 pocos.

Aplicando a relacado entre absorbancia e concentracdo de peroxido de
hidrogénio, obtida através de regressao linear, a diferenca de absorbancia entre a
referéncia e a amostra representa a quantidade de peroxido de hidrogénio
consumida pela acido graxo descarboxilase (Figura 32). Sendo uma reacéo

equimolar, este valor é igual a quantidade de produto.
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Figura 32: Relacao entre concentragao de perdxido de hidrogénio e absorbancia 405 nm. Apdés
reacao com 1 mM ABTS, faixa entre 0 e 500 pM H20: a esquerda, 0 e 50 pM a direita. 40% amostra
e 60% ABTS.
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Duas curvas padrao foram realizadas, determinando a correlagado entre
concentracao de peréxido de hidrogénio e absorbancia a 405 nm. As correlagcdes
se mantiveram lineares, utilizando curvas de 0 a 500 uM e 0 a 50 uM de peréxido
(Figura 32).

Este método possibilita a deteccdo da diminuicdo de concentracdo de
peroxido de hidrogénio apdés a reagdo e habilita a determinacdo passiva de

atividade enzimatica.

O método foi testado comparando-se a agdo da enzima &cido graxo
descarboxilase CYP152A1 de B. subtilis com uma aliquota da mesma enzima
inativada por calor (10 minutos a 95 °C). As solucdes a serem analisadas foram
preparadas, seguindo o protocolo de ensaio de atividade enzimatica (item 4.12) e
diluidas a 1:20 e 1:100 em 1 mM ABTS. Os resultados obtidos mostram que a
diluicdo da amostra e consequentemente, do conteddo de peréxido de hidrogénio,
nao afeta a relagao entre os dois conjuntos de valores medidos. Enquanto a razao
entre o conteudo de perdxido de hidrogénio da proteina ativa e inativa é de 0,857,
com fator de diluicdo de 20, essa razdo mostra um valor de 0,829, diluindo a
amostra a 1:100.

Como as proporcoes entre as duas diluicbes se mantiveram, o ensaio foi
adaptado para o uso no sistema de HTS dentro dessa faixa de diluicdo. Para
manter os valores de absorbancia nas placas de microtitulacdo baixos, evitando
assim passos de diluicdo desnecessarios, foi escolhida uma diluicdo de 5% de
amostra em 95% de 1 mM ABTS para os ensaios no sistema de HTS, que resulta
em 10 ul de amostra e 190 ul de ABTS para o volume de trabalho de 200 pl. Esta
proporcdo também evita a pipetagem de volumes muito pequenos (< 5 ul),

aumentando a precisao do ensaio.
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5.7. Desenho de proteinas

5.7.1. Evolucao dirigida

Como trés trechos na cadeia peptidica da enzima alvo estdo envolvidos na
formacao da bolsa de ligagdo do substrato acido graxo (AA 70 - 79,170 - 173, 242
- 292), a sequéncia inteira do gene foi submetida a mutagcdes aleatérias (Figura
33) (LEE et al., 2003).

F289 F292

Figura 33: Bolsa de ligacdo de substrato na enzima P450ssg (LEE et al., 2003). O substrato acido
hexadecanoico esta cercado por aminoacidos com cadeias laterais hidrofobicas. Na parte de baixo, o
grupo heme posiciona a cabeca hidrofilica do acido graxo para realizar a reagao no centro ativo.

O alvo desta manipulacdo é a alteracdo da afinidade da enzima,
possibilitando a producao de alcenos a partir de substratos de cadeias inferiores a

doze carbonos, o que nao é possivel utilizando enzimas nativas.
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As condicoes do método de epPCR, utilizado para a diversificacao
aleatéria, foram padronizadas para a geracao de quatro mutagdes nao-silenciosas
por gene e resultou no protocolo descrito no capitulo 4.13.1. A Tabela 14 lista os
ensaios realizados para a padronizagéo do protocolo, variando a concentragao de
MgClz de 2,5 a 7,5 mM e de MnCl, de 50 a 150 uM. O alvo de quatro mutagdes
nao-silenciosas foi atingido, suplementando a reacdo de PCR com 5 mM MgCl. e
150 uM MnCls.

Tabela 14: Relacao entre concentracées de MgCl. e MnCl, e niumero de mutacées nao-silenciosas
inseridas no gene CYP152A1. Entre parénteses o numero de mutacées silenciosas. O resultado
desejado de quatro mutacoes nao-silenciosas foi alcancado com 7,5 ul de 1 mM MnCl. e 10 pl de 25
mM MgCl..

Numero de mutagdes por epPCR
1mM MnClI,

25 MM MgCl | 2,5l | 5pl | 7,5l
5l 0(0) |1(1) ] 2(2
10| 2(0) [3(2)] 4(7)
15u| 22 [52) | 7(3)

O mapa de distribuicdo de mutagdes aleatérias introduzidas por epPCR,
apresentado na Figura 34, criado através da utilizacdo do programa Geneious
(BIOMATTERS, [s.d.]), mostra as sequéncias diversificadas de quatro amostras
amplificadas pelo protocolo desenvolvido como barras duplas. Os campos
coloridos representam as mutacbes geradas. A linha de cima mostra mudancas
nucleotidicas, a de baixo ressalta mudancas na sequéncia de aminoacidos. Como
pode ser observado em amostra 1, por exemplo, houve uma mutacéo silenciosa

na posicao 402, mantendo o cédon do aminoacido original.
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Figura 34: Mapa de mutacOes aleatoria introduzidas por epPCR. As filas 1 a 4 representam quatro
clones diversificados. A barra de cima ressalta mutacoes pontuais na sequéncia de DNA, enquanto a
barra de baixo mostra mudancas na sequéncia proteica. Amostra 1, por exemplo, apresenta cinco
mutacoes, sendo uma delas silenciosa, pois nao resultou em mudanca na sequéncia proteica da
terceira mutacao.

A distribuicao das mutac¢des ao longo do gene mostra que todas as regides
sao afetadas pelas alteracdes aleatérias e que a quantidade de mutagdes pontuais
inseridas € altamente controlavel através das condicoes utilizadas durante o
epPCR. Sendo assim, uma taxa constante de mudangas € introduzida em todas
as areas da sequéncia, permitindo a construcao de uma ampla biblioteca de genes

diversificados.

5.7.2. Desenho racional

A estratégia do desenho racional objetiva identificar possiveis substituicdes
de aminoécidos envolvidos na interacao entre o substrato acido graxo de cadeia
longa (doze a vinte carbonos). Dessa maneira, caracteristicas da bolsa de ligacdo
no centro ativo da enzima sdo modificadas, possibilitando a entrada de acidos

menores e subsequente interacdo e reacdo com 0S MesmMos.

Investigando a conformacéao da bolsa de ligacdo da proteina B, denominada
p450ssg No trabalho citado pela resolu¢cdo da estrutura da proteina (LEE et al.,
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2003), duas cadeias laterais de aminoacidos principais, participantes dessa
cavidade, foram escolhidas como alvo de substituicdo. Por serem estruturalmente
essenciais para a formacao da bolsa, terem tamanho médio para interferéncia
estérica na bolsa e terem caracteristicas hidrofébicas, dando preferéncia a acidos
graxos de cadeia longa, os aminoacidos F173 e F292 se mostraram como alvos
promissores para os ensaios de desenho racional.

heme

Figura 35: Pontos de interesse para o desenho racional da enzima P450gsg (LEE et al., 2003). F173 e
F292 se mostraram como alvos promissores para os ensaios de desenho racional por serem
essenciais para a formacao da bolsa de ligagao, terem tamanho médio para interferéncia estérica na
bolsa e caracteristicas hidrofdbicas.

Como ja havia sido descrito, que a mutacao Q85H causa um aumento da
atividade de descarboxilagdo, comparada a hidroxilagdo (ALIBHAI; RUDE;

SCHIRMER, 2009; RUDE et al., 2011), a mesma também foi incluida no
planejamento de desenho racional desse trabalho.

A Tabela 15 mostra os aminoacidos candidatos para a substituicdo dos
residuos de fenilalanina nas posicdes 173 e 292. A histidina foi escolhida como
uma opg¢ao de mudanga extrema, invertendo a polaridade de apolar para polar e
mudando a forca de hidrofobicidade de um indice de hidrofobicidade (HPI) de 2,8
para o lado hidréfilo (HPI -3,2). O triptofano e a tirosina representam tentativas
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mais amenas, reduzindo o HPI para -0,9 no caso do triptofano e -1,3 escolhendo a
tirosina. O triptofano conserva as propriedades apolares da fenilalanina, mas é
levemente hidrofilo, enquanto a tirosina é polar e reduz um pouco mais a
hidrofobicidade.

Tabela 15: Caracteristicas do aminoacido nativo fenilalanina (F) e os seus substitutos histidina (H),
triptofano (W) e tirosina (Y). A coluna “HPI” indica os indices de hidrofobicidade dos aminoacidos
correspondentes. Valores positivos representam uma hidrofobicidade alta.

Aminoacido Estrutura HPI Polaridade
(0]

F OH 2,8 apolar
NH,
(0]

H (NNOH -3,2 polar
HN NH,
(0]

W ] on -0,9 apolar
HN NH,
(0]

Y oH -1,3 polar
HO NH
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Foram entdo planejadas as mutagdes direcionadas que serdo introduzidas
na sequéncia da proteina B, listadas na Tabela 5. Sendo necesséarias de uma a
trés mudancas na sequéncia de nucleotideos para a alteracdo dos cédons
desejados, os primers para a inser¢cao das mutacoes pontuais foram desenhados.

Para se predizer se haverdo mudangas na conformacdo das proteinas
diversificadas pelo desenho racional, foi utilizado o algoritmo Psipred (JONES,
1999) que calcula a provavel estrutura secundaria de uma determinada sequéncia
proteica. Todas as mutacdes desenhadas foram testadas com este programa e
ndo mostraram alteragdes drasticas no padrdo da sua estrutura. Como exemplo, o
resultado da comparagédo da predicdo da mutante F173Y com o seu homdlogo
nativo é apresentado na figura abaixo.

L LR L REnR L LELLLELBREEEL R UL DR LR DL LD LR LR DL RRRR L LT L
Prot. B EEB———=x — —] ) €] ) ]
HHHHCCCC CCCEECHHHH HHRHH HHHHH HCCCC CCHHH HHHHA HHHHH HHARC CCCCC CCHHE HHHHH HHHHH HHHHHHHHHH CCCCC CCCCHHAHHH HC COC CCCCC CHHHHHHAHA HE
ARV TRWEE, B?E‘u‘.“ LFEER Eu?.: LCRVAC ';'w.PI.G'JF u‘.E:‘rE.‘J!_'.E.Pu“DDF‘I DI-r{ta-‘.FG}‘:V\:P R.l-‘l‘\v‘I ERWR?:EENIEtMI EDARA GLLE TTSIG TALHEMA E‘HI TOEDGSQULOSRMAATELIIV
130 140 150 160 170 1s0 120 200 210 220 230 240

B IR | ERSEY DL LEL LT SEE TR LR R R LI D] ] DRSS O] ] =Rl L] e
F173Y ED——3 - N— S ,

) 3+
HHHHCCCC CCCEEHHHHH HHHAH HHHHH HCCCC CCHHHHAHRAHHHRA CCCC CCHHH HHHHH HEHHH HHHHAHARAR CCCCC CCCCHHHHRHBCCCC COCCC CHHHE HHHHE HH
AAVTRWERADEVV LFEEAREILCRVACYWACVP LEETEVEERA DDFIDNMV DA AVCPRHWHC RRAFPRAEEWIE MIEDARAGLLET TSCTA LHEMA FHTQE CCEQLODSRMAARTIELI NV

130 140 130 160 170 1lz0 190 200 210 220 230 240

Figura 36: Predicdo PSIPRED (JONES, 1999) da estrutura secundaria da proteina B comparada com a
mutante F173Y. A mutacao ressaltada em vermelho nao causou mudancas significativas na sua
regiao.

Os primers desenhados (Tabela 5) foram entdo aplicados no método descrito
em item 4.13.2 para a obtencao dos genes contendo as alteragcdes direcionadas.

5.8. Automatizacao robética dos ensaios de desenho de proteinas

Visando um rastreamento de 5.000 mutantes aleatérios, os ensaios de
desenho de proteinas foram realizados na plataforma HTS. Foi necessario
transformar métodos de escala de bancada para ensaios em escala miniaturizada
para possibilitar a execucdo dos ensaios pelo sistema robotizado e diminuir as
guantidades de reagentes consumidos.
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Foi escolhido um volume de trabalho de 200 pl nos pogos das placas de
microtitulacdo de 96 pocgos, apds avaliacdo do volume maximo que ainda
permitiria pequenas adicdes de reagentes e a insercdo de ponteiras para a
homogeneizagcdo do liquido. As placas foram mantidas tampadas sempre que

possivel.

5.8.1. Montagem da biblioteca de clones

Para a multiplicagao inicial das col6nias contendo o plasmideo pAP9 (item
5.3.3), foi selecionada inoculagdo manual em 200 pl de meio LB liquido. A
composicao de cada placa foi padronizada como mostra a Figura 37, contendo 91
clones mutantes (em vermelho), dois controles sem inéculo para o controle de
contaminacao (em cinza) e trés controles com o0 gene nativo por placa para

comparacao com o estado original da proteina (em azul).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
epPCR1 epPCRS epPCR17 epPCR25 epPCR33 epPCR41 epPCR49 epPCR57 epPCRG5 epPCR73 epPCRE1 epPCRE9
epPCR2 epPCR10 epPCR18 epPCR26 epPCR34 epPCR42 epPCR50 epPCR58 epPCR66 epPCR74 epPCRB2 epPCRI0
epPCR3 epPCR11 epPCR19 epPCR27 epPCR35 epPCR43 epPCR51 epPCR39 epPCRG67 epPCR75 epPCRS3 epPCRI1
epPCR4 epPCR12 epPCR20 epPCR28 epPCR36 epPCR44 epPCR52 epPCR60 epPCR68 epPCR76 epPCRB4 Blankl
epPCRS epPCR13 epPCR21 epPCR29 epPCR37 epPCR4AS epPCR53 epPCR61 epPCR69 epPCR77 epPCR85 Blankl
epPCR6 epPCR14 epPCR22 epPCR30 epPCR38 epPCR46 epPCR54 epPCR62 epPCRY0 epPCR78 epPCR86 MNativel
epPCR7 epPCR15 epPCR23 epPCR31 epPCR39 epPCR47 epPCR35 epPCR63 epPCR71 epPCR79 epPCR87 Native2
epPCRE epPCR16 epPCR24 epPCR32 epPCR40 epPCR48 epPCR56 epPCR64 epPCRY2 epPCRB0 epPCR8E MNatived
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Figura 37: Organizacao das amostras para ensaios HTS em uma placa de microtitulagao de 96 pocos.
Foram rastreados 91 mutantes aleatdrios por placa (epPCR##, em vermelho). Duas amostras brancas,
contendo somente o meio de crescimento, foram aplicadas nos pocos D12 e E 12 (Blank1, em cinza).
Trés col6nias contendo o gene nativo da enzima foram inoculados nos ultimos pocos da placa para
gerar um controle para a comparacdao da atividade enzimatica com o estado original da proteina
(Native#, em azul).

5.8.2. Expressao heterologa de proteinas diversificadas

Inéculo

Para a automatizacdo do in6culo, a placa do pré-inéculo foi incubada na
estufa Cytomat, a 30 °C durante 16 horas. As placas foram inseridas em

sequéncia no rack de placas de microtitulacdo, comecando na posicao 1. Uma
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interface com o usuario foi criada para a insercao de dados sobre cada placa,
contendo o numero serial da placa e a posicao no rack da estufa.

A execucao da leitura de absorbancia das placas vindas da estufa exigiu
um transporte de duas etapas pela ferramenta iISWAP. O Cytomat transportava a
placa para sua bandeja externa, onde o iISWAP agarrava a placa e a deslocava
para a sua posi¢do determinada no deck. Apds o comando para abertura da
gaveta do espectrofotdmetro, o iISWAP girava 180° para pegar a placa novamente
e a levava para o espectrofotometro. Esses passos foram necessarios para
manter a mesma orientagdo da placa. Sem essa etapa adicional, o iISWAP pegava
a placa e girava 180° para alcangar a gaveta do fotémetro, invertendo a orientagéo

dos pocos.

Nesse trabalho, foi necessario criar um protocolo para o espectrofotometro
SpectraMax que permitisse a leitura da absorbancia de todos os pocos de cada
placa a 600 nm, apos cinco segundos de agitacao para a nivelacado dos meniscos
do liquido dentro dos pogos. A ocorréncia de meniscos irregulares aumenta com

volumes menores de liquido e causam erros na leitura da absorbancia.

Em testes de crescimento da cepa E. coli BL21 Rosetta™ 2, utilizada para
0s ensaios de expressao, foi determinado que o fator de diluicdo necessario para
atingir uma densidade o6tica de 0,1 no inicio dos ensaios, era de 1:10. Isso
significava o preenchimento de uma placa vazia com 180 pl de meio LB liquido.
Para cumprir o fator de diluicdo, 20 pl de cultura tinham que ser adicionados e
homogeneizados com 0 meio por subsequente aspiracdo e dispensacao do

conteudo do poco.

Uma leitura de controle de absorbancia foi programada para a placa nova,
enquanto o pré-inéculo foi retornado para a sua posicao original no rack da estufa,
utilizando a variavel contendo essa informacdo. Em seguida, 0 método consultava
o0 banco de dados da estufa para retornar a préxima posicdo livre no rack e
transportava a placa para esse destino.
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Em testes preliminares, o tempo de incubagéao das células para atingir uma
densidade ética de 0,6 resultou em 2,5 horas a 30 °C.

Como as células da placa nova seriam submetidas a lise por choque
osmdtico, o pré-indculo que nado sofreu alteracdes precisava ser conservado para
obter material biologico viavel, apos a analise dos resultados. Dessa maneira, foi
planejada a remocdo da placa de pré-in6culo da estufa Cytomat e a sua

transferéncia para uma camera fria a 4 °C.
Inducao e complementacao

Visando uma indugéo da expressao da proteina acido graxo descarboxilase
utilizando 0,1 mM IPTG e 27 mg/lI FeCls (item 5.4.1), a concentracdo da solucéo
indutora foi composta de 10 mM IPTG e 16,6 mM FeCl; para permitir uma adicao
de um volume baixo (2 pl) aos 200 pl ja presentes nos pogos. Passos de
homogeneizagcédo por pipetagem e de leitura de absorbancia de controle foram
inseridos, aproveitando um ponto de intervencao do sistema de pipetagem. O
tempo de inducdo de cinco horas foi determinado como o6timo nos testes

preliminares.
Lise periplasmatica

O protocolo de lise periplasmatica (item 4.11.4) foi adaptado, para a sua

miniaturizacéo e realizag&o no sistema HTS.

Os passos de centrifugacédo foram executados manualmente pelo usuario.
Dialogos com o usuario na tela do computador criavam uma interface entre os
passos robotizados e manuais. A velocidade de centrifugacao foi mantida a 3.500
rpm em um rotor de placas de microtitulagao.

O ensaio de lise periplasmatica (item 4.11.4) foi adaptado
proporcionalmente para o volume de cultura de 200 pl. Os volumes de tampao de
ressuspensao das células (40 e 16 pl) estavam abaixo do limite possivel para a
utilizacdo de etapas de homogeneizacdo, pois estes volumes nao cobriram a
superficie inteira do fundo do pogo durante a pipetagem. Por essa razao, o ensaio
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foi modificado e volumes maiores de tampdo foram aplicados. Mantendo-se o
padrdao de diminuicdo de volume, foram determinados volumes de 100 pl de
tampao de saturacao e 50 pl de tampao de choque osmotico para a realizagéo da
lise periplasmatica. Essas solu¢des foram armazenadas na camera fria a 4 °C até
0 primeiro uso no dia e mantidas no gelo quando nao foram utilizados pelo
método. Para manter as placas resfriadas durante o tempo de incubacao, as

mesmas foram retiradas manualmente do deck e colocadas em um banho de gelo.
Ensaio enzimatico

Os ensaios enzimaticos foram desenhados conforme o protocolo de
bancada (item 4.12). Os tampdes de reagao contendo os acidos foram preparados
com concentragbes de 222 uM de acido e 111 mM de tampé&o fosfato pH 7,5.
Foram adicionados 100 uM do co-substrato peréxido de hidrogénio em 100 mM
tampao fosfato pH 7,5. Essas composi¢coes permitiram a mistura de 90 pl de
tampao substrato com 100 pl de tampéo co-substrato e 10 pl de solugao
enzimatica para a montagem do ensaio. Para acelerar o procedimento de
pipetagem, a aspiracdo do volume maximo da ponteira de 300 pl e a dispensacao
em série em trés colunas seguidas na placa foram programadas. A préxima
aspiracao foi realizada sem troca de ponteiras. Antes da troca de um tipo de acido
para 0 outro, as ponteiras eram descartadas. O perdoxido de hidrogénio foi
dispensado de maneira similar em duas colunas seguidas e sem troca de ponteira
entre as duas placas, pois o liquido era injetado para dentro dos pocos sem entrar
em contato com o seu conteudo. Por ultimo, a solucao contendo a enzima extraida

foi adicionada aos pocos, utilizando-se uma ponteira de 10 ul para cada poco.

Como a duracédo da incubacdo desse ensaio foi de uma hora, a placa foi
armazenada dentro da estufa Cytomat para liberar as posi¢cdes no deck da
plataforma de pipetagem.
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5.8.3. Rastreamento de mutantes de desempenho positivo

Seguindo a padronizacao do ensaio de deteccao colorimétrica da atividade
de acido graxo descarboxilases (item 5.6), 10 pl do ensaio enzimatico, contendo o
analito peréxido de hidrogénio, foram adicionados a 190 pl de solugdo ABTS com
HRP. A solugéo do conjunto de reagentes colorimétricos, ABTS 1 mM e 0,5 U/mL
HRP, foi dispensada sem troca de ponteiras. Os produtos do ensaio enzimatico
foram aplicados utilizando-se uma ponteira por poco.

Como o deck s6 apresentava trés posicdes adequadas para placas
transportaveis pelo iISWAP, primeiramente as placas de ambos o0s ensaios
enzimaticos foram apresentadas em suas posi¢cdes. Posteriormente, foi preparado
0 ensaio colorimétrico do primeiro substrato acido e a placa contendo o ensaio
enzimatico foi removida da posicdo e descartada. Nessa posicdo, o segundo
ensaio colorimétrico foi preparado em uma nova placa e a placa do segundo

ensaio enzimatico descartada no lixo, liberando a terceira posicao.

O tempo de incubacao de 15 minutos foi confirmado como suficiente e as
absorbancias da solugdo colorimétrica foram determinadas por um meétodo do
software SoftMax 6.2 a 405 nm, com agitacao prévia de cinco segundos. Para a
limpeza do deck, as placas foram descartadas no lixo pelo iISWAP.

A metodologia de rastreamento de alto desempenho, desenvolvida para a
plataforma robédtica, gerou novos protocolos e programas que poderdo ser

aplicados em outros trabalhos que utilizem automatizacao.

5.9. Analise das proteinas diversificadas de desempenho positivo

Apl6s os ensaios no sistema HTS, os dados de absorbancia dos testes
colorimétricos de 5.271 mutantes foram analisados através do método descrito no
capitulo 4.15.5. As proteinas mutantes que apresentavam uma tendéncia positiva

de desempenho foram expressas e submetidas a ensaios enzimaticos. Os
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produtos desses ensaios foram analisados por GC-MS para determinar as
atividades enzimaticas e a formacao qualitativa de produto. A Figura 38 apresenta

um exemplo de um resultado positivo.
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Figura 38: Processamento de dados do HTS. Duas representa¢des da placa 9, utilizando o substrato
acido hexadecandico estao apresentadas. A esquerda: fotografia mostrando a confirmagdao do
desempenho positivo de uma enzima mutante de um ensaio anterior, placa numero 6, em triplicata.
Outra enzima mutante positiva foi identificada na placa 9, no poco A9. A direita: avaliacao do grau de
desempenho de cada mutante em Microsoft Excel. Campos verdes significam o aumento da atividade

enzimatica comparado com a proteina nativa. Células vermelhas indicam uma diminuicao da atividade
enzimatica.

De 26 mutantes com desempenho considerado positivo pelos resultados do
ensaio colorimétrico, uma uUnica enzima mostrou um padrao de atividade novo. A
enzima resgatada do poco C11 da placa 13, expressa pela sequéncia inserida no
plasmideo pAP17 (item 5.3.5), apresentou formacao de 2,6 uM 1-hepteno a partir
de 100 pM acido octandico. A Figura 39 mostra os cromatogramas que confirmam
a presenca de 1-hepteno apds a reacao enzimatica. A molécula 1-hepteno foi
identificada na amostra contendo um padrdo de 50 uM 1-hepteno, apés 2,65
minutos, como mostrado em cromatograma C. O cromatograma B apresenta a
distribuicAo de picos, resultando da reacdo com enzima desativada por calor.
Nenhum sinal foi detectado no tempo de retencao do 1-hepteno. A identificacdo do
1-hepteno no cromatograma A foi realizada pelo tempo de retencéo e o espectro

de massas, que confirmou a sua presenga em ftriplicata.
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Figura 39: Cromatogramas GC-MS confirmando a producao de 2,6 pM 1-hepteno a partir de 100 pM de
acido octandico pela enzima “13.C11”. A: Enzima mutante “13.C11” com substrato acido octanoico
(t=3.65) e pico de produto 1-hepteno (t=2.66); B: Enzima desativada com acido octandico (t=3.64) e
auséncia de produto 1-hepteno; C: Padrao 1-hepteno (t=2.65).

Como o controle contendo enzima desativada (cromatograma B) nao
apresenta o sinal correspondente ao 1-hepteno, pode se excluir uma reacao de

interferéncia entre os reagentes presentes na composi¢cao do ensaio.

Com a confirmacao da producao de 1-hepteno pela enzima diversificada, as
modificacdes inseridas na proteina B (plasmideo pAP17) foram responsaveis pela
criagdo de uma nova funcdo da enzima, possibilitando a conversdo de acido

octandico para 1-hepteno.

A funcao descrita torna a proteina diversificada, encontrada no po¢o C11 da
placa 13, em uma enzima &acido octandico descarboxilase que apresenta uma
fungdo nova. A acido graxo descarboxilase deu origem a &cido octandico
descarboxilase apds sofrer mutacdes aleatérias, benéficas para atingir o objetivo
desse trabalho. Como consequéncia dessas mutagdes, o centro ativo da enzima
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desenvolveu a capacidade de se ligar ao acido octanoico e catalisar a mesma

reacao descarboxilante.

A caracteristica definitiva da nova enzima encontra-se na conversao de 100
UM acido octandico para 2,6 uM 1-hepteno. Este tipo de reacdo enzimatica, a
descarboxilagdo de um acido apresentando uma cadeia carbbnica de apenas oito

atomos, ainda néo havia sido descrita anteriormente.

Os produtos proteicos dos genes citados na patente W(0/2009/085,278
(ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009) mostram atividade de descarboxilagdo em
compostos de 22 a 14 carbonos, com o acido hexadecandico gerando a maior
atividade enzimatica, citando o gene orf880 de Jeotgalicoccus sp. como 0 mais

produtivo (Tabela 16).

Tabela 16: Atividades enzimaticas de OleT (enzima do gene orf880) utilizando cinco acidos graxos de
22 a 14 carbonos como substrato (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009). A maior atividade foi observada
utilizando acido hexadecandico. Em comparacao, os resultados da enzima nova, acido octandico
descarboxilase (AOD), na ultima fileira.

Atividade
Enzima Substrato Carbonos
(nmol alceno/min)

acido tetradecanoico 14 22,9

acido hexadecanoico 16 181.,9
OleT _— -

acido octadecanoico 18 77,2
(patente) _— . -

acido eicosandico 20 19,7

acido behenico 22 30,6
AOD
(desenvolvida acido octanoico 8 0,37

nesse trabalho)

O trabalho descrito por Rude e colaboradores menciona a producao de
alcenos por descarboxilacdo de acidos graxos entre 20 e 16 atomos nas suas
cadeias carbonicas, citando OleT e e P450gsg como ativos (RUDE et al., 2011).
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Anteriormente, havia sido indicada a hidroxilacdo de acido tetradecandico
por P450gsg (MATSUNAGA et al.,, 1999). Este tipo de reacdo enzimatica foi
caracterizado como um dos geradores de subprodutos durante a descarboxilagao
pela enzima &cido graxo descarboxilase (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009;
RUDE et al., 2011).

Com uma atividade enzimatica de 0,37 nmol de alceno por minuto, o
desempenho da nova &cido octandico descarboxilase encontra-se abaixo das
atividades observadas nas enzimas nativas neste trabalho e também nos estudos
de Rude e colaboradores (ALIBHAI; RUDE; SCHIRMER, 2009; RUDE et al.,
2011). Por outro lado, a produgdo de 1-hepteno a partir de acido octandico,
mediada pelo desenho de proteinas, demonstra a capacidade dessa ferramenta
para aplicacdo em enzimas, seja no aumento do desempenho catalitico ou na

busca de novas fungoes.

5.10. Analise das mutacoes resultando no gene da acido octandico
descarboxilase
A identificacao da natureza da mudanca no perfil catalitico da enzima original
foi realizada pelo sequenciamento do gene da acido octandico descarboxilase
através do método Sanger (Applied Biosystems). Os primers T7 promotor, T7
terminador e um primer interno ao gene da enzima acido graxo descarboxilase
original de B. subtilis foram utilizados para obter os fragmentos necessérios para a

montagem do gene com cobertura completa.
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Como ilustrado na Figura 40, a sequéncia de DNA da enzima &cido

octandico descarboxilase se diferencia da acido graxo descarboxilase por cinco

mutacdes pontuais. Essas mutagdes sdo c.113A>T, c.115G>A, c.575A>T,

c.662C>T e c.1198A>C.
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Figura 40: Alinhamento (MUSCLE, oito iteragdes) da sequéncia nucleotidica da acido octandico
descarboxilase (primeira linha) com a sequéncia nucleotidica da acido graxo descarboxilase original
(segunda linha). Cinco mutacdes pontuais foram identificadas. Todas as mutacdes na sequéncia de

DNA provocaram uma troca de cédon.
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Todas as alteragbes na sequéncia de DNA se traduzem em mudancas de
aminoacidos na sequéncia proteica, significando que mutacdes silenciosas nao
foram geradas. Consequentemente, a sequéncia diversificada que resultou na
criagdo da enzima acido octanodico descarboxilase apresenta cinco mudangas na
sequéncia de aminoacidos: Q38L, A39T, E192V, T2211 e M400L (Figura 41).
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Figura 41: Alinhamento (MUSCLE, oito iteracoes) da traducao da sequéncia da enzima acido octanodico
descarboxilase (primeira linha) com a sequéncia proteica da enzima acido graxo descarboxilase
original (segunda linha). Cinco mutagoes pontuais podem ser observadas (em destaque vermelho).

A substituicdo da metionina na posi¢cao 400 por leucina é a Unica mudanca
de aminodcido que ocorreu perto da bolsa de ligagdo do substrato, como ilustrado
na Figura 42. Comparando as caracteristicas de ambos os aminoéacidos, pode-se
perceber que os dois apresentam propriedades muito similares um ao outro
(Tabela 17).

Em termos qualitativos, metionina e leucina sao hidrofobicos, apolares e de
carga neutra (KYTE; DOOLITTLE, 1982; WADE, 2009). Isso torna esses dois
aminoacidos altamente substituiveis dentro de uma estrutura proteica e indica que
uma substituicdo de metionina para leucina conseguird manter o arranjo estrutural,
enquanto algumas carateristicas na regido dessa alteragcdo serdo modificadas
(BORDO; ARGOS, 1991).
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Figura 42: Posicionamento estrutural da metionina 400 (em vermelho) na bolsa de ligacédo do substrato
acido hexadecandico (PAL, em verde). A cadeia lateral da metionina interage com a cauda hidrofébica
do substrato de 16 carbonos, enquanto o grupo heme (HEM, em amarelo) da enzima se posiciona na
cabeca hidrofilica do acido. A imagem mostra dois angulos diferentes da mesma situacdo para uma
melhor visualizacdo, gerados pelo programa PyMOL (SCHRODINGER, 2010) através dos dados
estruturais da proteina B (LEE et al., 2003).

Tabela 17: Analise comparativa das propriedades dos aminoacidos metionina e leucina (CHOTHIA,
1976; KYTE; DOOLITTLE, 1982; WADE, 2009; ZAMYATNIN, 1972). Mudangas amenas na hidrofobicidade
e estrutura foram decisivas para a alteracao de atividade da enzima. A manutencao das caracteristicas
apolares e de carga neutra, em combinacdo com a preservacao da hidrofobicidade, permitiu a nova
funcao enzimatica (BORDO; ARGOS, 1991). A perda de um atomo de enxofre, causada pela mutacao,
permite uma flexibilidade maior da estrutura proteica, aumentando a chance de interagcao com novos
substratos.

Aminoacido Metionina Leucina
Hidrofobicidade 1,9 3,8
o) 0

Estrutura - \/ﬁJ\OH i OH

NH, CH;  NH,
Polaridade apolar apolar
Carga neutra neutra
Enxofre 1 atomo 0 4tomos
Superficie [A?] 185 170
Volume [A%] 162,9 166,7
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Além das alteracoes fisico-quimicas, a mutagdao da metionina 400 para uma
leucina causa diferencas no efeito estérico pela cadeia lateral substituida, que
influencia as propriedades da bolsa de ligacao por um arranjo espacial de atomos
alterado. Enquanto o volume da cadeia lateral aumenta ligeiramente de 162,9 para
166,7 A3, a superficie molecular sofre uma diminuicao de 185 para 170 A? (Tabela
17) (CHOTHIA, 1976; ZAMYATNIN, 1972). Comparando-se as estruturas de
ambos os aminoacidos (Tabela 17), esses valores se mostram compreensiveis,
pois a cadeia encurta e surge uma ligagdo ramificada na transi¢cao para a leucina.
O volume molecular aumenta, diminuindo a superficie da cadeia lateral.

Analisando o conjunto das principais mudangas ocorridas, como o0 aumento
da hidrofobicidade e diminuicao da superficie da cadeia lateral na posicao 400,
pode-se concluir que essas novas condicbes da bolsa de ligacdo favorecem a

interacdo e o processamento do novo substrato acido octandico.

A elevacao do indice de hidrofobicidade da superficie de interagdo entre o
substrato e a proteina na regido da posicdo 400 restringe a colocagdo de
substratos com propriedades mais hidrofilicas do que o substrato original, o acido
hexadecandico, diminuindo a afinidade da area afetada por esse tipo de molécula.

Por outro lado, a diminui¢cdo da area superficial da cadeia lateral na posicao
400 descongestiona a bolsa de ligacdo, dando acesso a substratos diferentes do
acido hexadecanoico, o substrato original da enzima molde. Essa alteracao facilita
a realizacao da descarboxilacao utilizando outras moléculas, como por exemplo, 0
acido octandico, que foi identificado como um substrato novo, dando origem a

descoberta de uma nova enzima acido octandico descarboxilase.
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6. Conclusoes

Através da triagem de seis genes, codificando seis enzimas &cido graxo
descarboxilases, uma enzima molde foi identificada para ensaios de diversificagao
por métodos de desenho de proteinas.

O gene CYP152A1 de Bacillus subtilis, codificando a proteina P450gsg foi
submetido as técnicas de epPCR, para a realizacdo de diversificacao aleatéria e
desenho racional, inserindo mutacdes direcionadas na sequéncia de DNA.

A metodologia para utilizacao da plataforma robética no rastreamento de alto
desempenho foi desenvolvida nesse trabalho com sucesso, gerando novos
protocolos e programas que poderdo ser aplicados em outros trabalhos que

utilizem essa plataforma.

A proteina P450gsg diversificada “13.C11” foi rastreada pelo sistema
automatizado de alto desempenho e apresentou a propriedade nova de conversao
de 100 uM &acido octandico para 2,6 uM 1-hepteno. As alteracées na sequéncia da
proteina foram resolvidas por sequenciamento, ficando comprovado que o0s
métodos desenvolvidos durante esse trabalho conseguem ser aplicados para o
rastreamento de alteracbes no perfil catalitico de enzimas artificialmente

evoluidas.

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, uma nova enzima
acido octandico descarboxilase foi gerada durante os ensaios de diversificagdo e
rastreamento, através da aplicacdo do conceito de desenho de proteinas
(STEBEL; GAIDA; ARNDT, 2008).

5.271 versGes aleatoriamente diversificadas do gene molde CYP152A1
foram investigadas utilizando o sistema robotizado, que possibilitou a descoberta
da enzima acido octandico descarboxilase (Figura 43). A atividade nova da
conversdo de um substrato com apenas oito carbonos na cadeia do &cido
carboxilico mostra que a estrutura e as propriedades do gene molde CYP152A1
suportaram as mudancas impostas pelo desenho de proteinas. A identificacdo do
novo perfil de atividade abre o caminho para futuras pesquisas para o
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aprimoramento da utilizagdo da propria enzima acido octandico descarboxilase.
Dando continuidade ao trabalho desenvolvido, o desenho de proteinas poderia ser
aplicado, baseando-se na sequéncia nova para atingir atividades com substratos
de cadeias carbdnicas ainda menores (Figura 44).

26 mutantes positivos
5.271 mutantes

rastreados

1 PROTEINA NOVA

Figura 43: Sumario esquematizado dos resultados obtidos durante o rastreamento das bibliotecas de
acido graxo descarboxilases diversificadas. Apos o rastreamento de 5.271 colonias diversificadas,
foram identificadas 26 versdoes com desempenho positivo. Uma proteina com atividade nova foi
confirmada, convertendo acido octandico para 1-hepteno.

A introducéo de alteragdes que habilitardo a conversao de acido butirico para
propeno por um processo mais extenso de melhoramento das descarboxilases, o
gene da enzima podera ser inserido em um micro-organismo do género
Clostridium com alta produtividade de &cido butirico a partir de fontes de carbono
renovaveis, como o caldo de cana. Entrando no final da via metabdlica, a enzima
nova transformara o produto &cido butirico em propeno, que sera liberado do meio
em forma gasosa, facilitando a coleta, medicdo e a purificacdo e evitando

concentragdes toxicas do composto no meio.
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Acido hexadecandico
C 16

1-pentadeceno
c15

Acido octanéico 1-penteno

c8 Enzima c7
. desenhada .

Acido butirico — Propeno
Cc4 Cc3

Figura 44: A nova enzima desenhada, obtida como resultado principal dessa tese, mostra a
propriedade de conversiao de acido octandico, um composto de oito carbonos, para um alceno,
enquanto a enzima molde somente catalisava a descarboxilacdo de acidos graxos com no minimo
doze carbonos. A busca por uma enzima com capacidade de converter acido butirico para propeno
podera ser iniciada, continuando esse trabalho com novos ensaios, utilizando a nova enzima como
ponto de partida.

A producdo industrial de “biopropeno” que apresenta as mesmas
propriedades que o propeno convencional, extraido do petréleo, poderia ser
realizada em um micro-organismo contendo uma nova enzima desenvolvida. Esse
sistema microbiano poderia sustentar um processo fermentativo para a produgéao

de um produto commodity de alto volume de uso em industrias de diversos ramos.
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