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RESUMO

As cutinases sdo serina esterases pertencentes a superfamilia das o/p hidrolases. Os substratos
naturais dessas enzimas sao cutina e suberina, componentes da cuticula vegetal. Alguns fungos
filamentosos produzem cutinases como estratégia para facilitar a infeccdo de plantas. Os
primeiros relatos da detec¢do de cutinases ocorreram na década de 1960 e estavam relacionados
a caracteristicas de patogenicidade e viruléncia de alguns fungos produtores dessa enzima. O
aumento no interesse por cutinases tem ocorrido principalmente devido ao seu potencial para
hidrolise de plasticos. No entanto, essas enzimas sdo capazes de hidrolisar diversos outros
substratos, como cuticulas de plantas, para obten¢do de produtos com valor agregado. As
cutinases de Fusarium verticillioides sao pouco exploradas na literatura. Nesse sentido, o
presente estudo tem por objetivo explorar as cutinases produzidas pelo ascomiceto F.
verticillioides, Para tanto foi avaliada a producdo de cutinase pelo microrganismo selvagem via
fermentagdo em estado solido (FES) e a produgdo via expressdo heter6loga. A producdo via
FES foi otimizada. A composi¢do do meio foi uma das variaveis avaliadas, com o objetivo de
aumentar a porosidade do substrato solido. Apds otimizagdo e avaliagdo dos parametros
espessura do meio e tempo de fermentacao a atividade de cutinase aumentou aproximadamente
10 vezes. A atividade chegou a 9,14 U/gsubstrato para uma espessura de substrato de 4 cm e 12
dias de fermentacdo. Na etapa de scale up, a producdo de cutinase em reator com agitacao
mecanica nao obteve sucesso. A maior atividade para 7 dias de fermentacao foi 0,4 U/gsubstrato-
A producdo em reator de leito fixo foi razoavelmente superior (1,3 U/gsubstrato €m 7 dias). As
baixas atividades obtidas no scale up podem ser atribuidas a condi¢des ambientais € a0 menor
tempo de fermentagdo avaliado, em comparacao com a atividade em frascos menores. Diante
das limitagdes de producdo da enzima pelo microrganismo selvagem utilizando FES, as
cutinases de F. verticillioides foram produzidas por expressdo heterdloga e caracterizadas
individualmente quanto a funcdo e estrutura. As trés sequéncias codificadoras de cutinases
(CDS) foram clonadas, produzidas em Escherichia coli e purificadas por cromatografia de
exclusao de tamanho (SEC). FvCutl apresenta diferencas estruturais e funcionais mais
evidentes. FvCutl, FvCut2 e FvCut3 apresentaram temperaturas 6timas de 20, 40 e 35 °C e pH
otimo de 9, 7 e 8§, respectivamente. Alguns produtos quimicos foram capazes de melhorar a
atividade enzimatica, como CaCl; e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) no caso de FvCutl e
Triton X-100 para FvCut2 e FvCut3, enquanto o KCI mostrou o mesmo efeito para FvCut3. Os
parametros cinéticos revelaram que FvCutl possui maior eficiéncia enzimatica no substrato p-

nitrofenilbutirato (p-NPB) em comparagdo com FvCut2 e FvCut3. A estrutura tridimensional



dessas enzimas revela que as trés cutinases possuem um sitio catalitico do tipo fenda rasa
exposta ao solvente, tipico de cutinases. FvCutl possui um sitio catalitico mais fechado. Essa
abertura de fenda pequena pode resultar em dificuldade para hidrolisar substratos volumosos,
como polietileno tereftalato (PET). Portanto, FvCutl, FvCut2 e FvCut3 foram avaliadas quanto
a capacidade de hidrolisar PET e nao foi possivel detectar produtos de hidroélise nas amostras
avaliadas. Um indicio de que essas cutinases apresentam dificuldade para hidrolisar esse tipo
de polimero. Essa foi a primeira vez que se avaliou o scale-up da producao de cutinases de F.
verticillioides via FES e, também, a primeira vez que trés cutinases desse fungo foram expressas
em sistema procarioto e caracterizadas funcional e estruturalmente. Os resultados do presente
estudo fornecem insights que podem orientar a producdo de cutinases de F. verticillioides e
influenciar futuras decisdes referentes a aplicagdes dessas enzimas, além de contribuir para a

ampliacao do conhecimento da diversisdade de cutinases.

Palavras-chave: Fungos. Casca de arroz. Fermentacdo em estado sdlido. Cutinases

recombiantes. Caracterizacao functional. Caracterizagao estrutural.



ABSTRACT

Cutinases are serine esterases belonging to the o/f hydrolases superfamily. The natural
substrates of these enzymes are cutin and suberin, components of the plant cuticle. Some
filamentous fungi produce cutinases as a strategy to facilitate plant infection. The first reports
of the detection of cutinases occurred in the 1960s and were related to the pathogenicity and
virulence characteristics of some fungi that produce this enzyme. The increased interest in
cutinases has been mainly due to their potential for the hydrolysis of plastics. However, these
enzymes can hydrolyze several other substrates, plant cuticles to obtain products with added
value. Fusarium verticillioides cutinases are little explored in the literature. In this sense, the
present study aims to explore the cutinases produced by the ascomycete F. verticillioides,
contributing to increasing knowledge about the diversity of cutinases. For this purpose, cutinase
production by the wild microorganism via solid-state fermentation (FES) and production via
heterologous expression were evaluated. Production via FES has been optimized. The
composition of the medium was one of the evaluated variables, with the aim of increasing the
porosity of the solid substrate. After optimization and evaluation of the parameters of medium
thickness and fermentation time, the cutinase activity increased approximately 10 times. The
activity reached 9.14 U/gsubstrate fOr a substrate thickness of 4 cm and 12 days of fermentation.
In the scale-up stage, the production of cutinase in a reactor with mechanical agitation was
unsuccessful. The highest activity for 7 days of fermentation was 0.4 U/gsubstrate. Production in
a fixed bed reactor was reasonably higher (1.3 U/ggubstrate in 7 days). The low activities obtained
in the scale-up can be attributed to environmental conditions and the shorter fermentation time
evaluated, in comparison with the activity in smaller flasks. Given the limitations of enzyme
production by the wild microorganism using FES, cutinases from F. verticillioides were
produced by heterologous expression and individually characterized in terms of functionality
and structure. The three cutinases coding sequences (CDS) were cloned, produced in
Escherichia coli and purified by size exclusion chromatography (SEC). FvCutl presents more
evident structural and functional differences. FvCutl, FvCut2 and FvCut3 showed optimum
temperatures of 20, 40 and 35 °C and optimum pH of 9, 7 and 8, respectively. Some chemicals
were able to improve enzyme activity, such as CaCl, and phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF) in the case of FvCutl and Triton X-100 for FvCut2 and FvCut3, while KCI showed the
same effect for FvCut3. Kinetic parameters revealed that FvCutl has higher enzymatic
efficiency on p-nitrophenylbutyrate (p-NPB) substrate than FvCut2 and FvCut3. The three-

dimensional structure of these enzymes reveals that the three cutinases have a shallow slit-type



catalytic site exposed to the solvent, typical of cutinases. FvCutl has a more closed catalytic
site. This small slit opening can result in difficulty hydrolyzing bulky substrates such as
polyethylene terephthalate (PET). Therefore, FvCutl, FvCut2 and FvCut3 were evaluated for
their ability to hydrolyze PET and it was not possible to detect hydrolysis products in the
evaluated samples. An indication that these cutinases have difficulty hydrolyzing this type of
polymer. This was the first time that the scale-up of cutinase production by F. verticillioides
was evaluated via FES, and the first time that three cutinases from this fungus were expressed
in a prokaryotic system and functionally and structurally characterized. The results of the
present study provide insights that can guide the production of cutinases by F. verticillioides
and influence future decisions regarding the application of these enzymes, in addition to

contributing to the expansion of knowledge of the diversity of cutinases.

Keywords: Fungi. Rice husk. Solid-state fermentation. Recombinant cutinases. Functional

characterization. Structural characterization.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

601{ QUE? \

- A cutinase ¢ uma enzima multifuncional e com potencial aplicacao na hidrdlise de varios
polimeros sintéticos e naturais;
- Existe um grande niimero de cutinases inexploradas.
- Considerando a possibilidade de aplicagdo da cutinase surge a necessidade de desenvolver
estratégias de aumento da producao da enzima.
- O aumento de escala e o uso estratégias de engenharia genética sdo geralmente aplicadas para
0 aumento da produgdo de outras biomoléculas.

\-A expressdo heterdloga ¢ frequentemente utilizada para contornar as limitagdes de/
m

\

icrorganismos selvagens.

4 QUEM FEZ?
- Nao foram encontrados na literatura relatos do aumento de escala da produgdo de cutinase via
fermentacdo em estado sélido;
- A produgao de cutinases recombinantes de Fusarium verticillioides em sistema procarioto nao
foi relatada na literatura,
- Caracterizagdo funcional e insights estruturais das cutinases de F. verticillioides ndo foram
\reportados na literatura.

J
/ HIPOTESES \

- Quais parametros influenciam significativamente no processo em pequena escala?

- O aumento de escala na produgdo de cutinase aplicando reatores com e sem agitagdo ¢
eficiente?

- Um microrganismo procarioto ¢ capaz de expressar as cutinases de F. verticillioides?

- Quais sdo as principais caracteristicas funcionais e estruturais das cutinases de F.
verticillioides?

K Essas cutinases sao capazes de liberar produtos de degradacao de PET? J

/METODOLOGIAS

- Planejamentos experimentais para avaliacdo da significincia de variaveis do processo de
fermentagdo em estado solido;

- Estratégias de aumento de escala;

- Descobertas dos genes de cutinase de F. verticillioides;

\- Produgao, purificacdo e caracterizagdo funcional e estrutural das enzimas recombinantes. j

~

RESPOSTAS

- Produzir cutinase, em maior escala, com valores de atividade semelhantes aqueles obtidos em
pequena escala;

- Produzir cutinases recombinantes funcionais em sistema de expressao procarioto.

N /




1 INTRODUCAO

Cutinases (EC 3.1.1.74) s@o uma classe de enzimas que hidrolisam poliésteres naturais,
além de ésteres de acidos graxos soluveis, triglicerideos e poliésteres sintéticos de alto peso
molecular (CARVALHO; AIRES-BARROS; CABRAL, 1999; DIMAROGONA et al., 2015b;
GUI et al., 2018). As primeiras publicacdes relatando a deteccdo de cutinases ocorreram na
década de 1960. Foi relatada a capacidade do fungo Penicillium spinulosum de hidrolisar
materiais cerosos e penetrar na camada cuticular das folhas (HEINEN, 1960, 1962). A partir
dessa descoberta, outros fungos fitopatogénicos passaram a ser avaliados quanto a capacidade
de producdo dessa enzima (LINSKENS; HAAGE, 1963).

Na década de 1970, um grupo de pesquisadores estudou a biossintese da cutina, a
composi¢ao desse polimero (KOLATTUKUDY, 1970) e os processos de despolimerizagao
com cutinases (CROTEAU; KOLATTUKUDY, 1974). Observou-se que algumas cutinases
eram capazes de hidrolisar apenas cadeias laterais menores de acidos graxos (SHISHIYAMA;
ARAKI; AKALI 1970), enquanto outras enzimas conseguem hidrolisar a estrutura principal dos
poliésteres (ARNLING BAATH; BORCH; WESTH, 2020). Desde entdo, uma série de estudos
da cutinase de Fusarium solani f. pisi foram publicados, propriedades enzimadticas foram
avaliadas (PURDY; KOLATTUKUDY, 1975a), purificacdo e composi¢do de aminoacidos
foram descritas (PURDY; KOLATTUKUDY, 1975b), estudos de indu¢do foram feitos em
diferentes substratos (LIN; KOLATTUKUDY, 1978) e novas cutinases foram descobertas
(DICKMAN; PATIL; KOLATTUKUDY, 1982; MAITI; KOLATTUKUDY; SHAYKH, 1979;
SEBASTIAN; KOLATTUKUDY, 1988).

Os estudos iniciais foram focados em compreender a influéncia da cutinase na
fitopatogenicidade dos fungos (MAITL; KOLATTUKUDY, 1979). Nesse sentido, estudos de
mutagénese foram realizados em fungos patogénicos de plantas e algumas cepas mutantes
deficientes em cutinase deixaram de ser patogénicas ou perderam a viruléncia (DANTZIG;
ZUCKERMAN; ANDONOV-ROLAND, 1986; DICKMAN; PATIL, 1986; SWEIGARD;
CHUMLEY; VALENT, 1992).

Os primeiros relatos de clonagem de genes de cutinases ocorreram na década de 1980.
A cutinase de Colletotrichum capsici foi clonada e expressa em sistema procariotico, utilizando
as cepas de E. coli Y1088 e Y1090 (ETTINGER; KOLATTUKUDY; THUKRAL, 1987).

Posteriormente, a cutinase de F. solani f. pisi foi clonada e expressa em sistema eucaridtico, o
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hospedeiro utilizado foi outro fungo fitopatogénico, o ascomiceto Mycosphaerella spp.
(DICKMAN; PODILA; KOLATTUKUDY, 1989). Apos a clonagem e expressdo, a estrutura
cristalina da cutinase de F. solani . pisi foi determinada (ABERGEL et al., 1990).

Uma das primeiras revisdes sobre cutinases descreve aplicagdes no campo da biocatalise
que incluem hidroélise, esterificacdo, transesterificacdo e resolugdo de misturas racémicas
(CARVALHO; AIRES-BARROS; CABRAL, 1999). Posteriormente, destacou-se o papel
significativo das cutinases como biocatalisadores na industria téxtil, além do potencial de
biodegradagao de polimeros e pesticidas (CHEN et al., 2013). Em uma revisao mais recente,
sdo relatadas as caracteristicas bioquimicas e estruturais das cutinases, técnicas para melhorar
a estabilidade térmica e operacional e aplicagdes mais recentes dessa enzima (NIKOLAIVITS
etal., 2018).

Estudos sobre o potencial de aplicacdo na drea de polimeros, tanto na degradag¢do quanto
na sintese desses compostos, t€ém se destacado (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009;
NIKOLAIVITS et al., 2018). Em particular, tem sido estimulada a possibilidade de degradar
polimeros sintéticos, compostos de dificil decomposi¢cdo em ambientes naturais. Estudos desse
tipo podem contribuir para minimizar o acumulo de plasticos no meio ambiente (GIGLI et al.,
2019).

Um fator importante para viabilizar aplicagdes de enzimas ¢ a necessidade de alto
rendimento enzimatico. Portanto, estratégias de otimizacdo de processos de producdao sdo
fundamentais, mas nem sempre sdo suficientes. E comum que a produgio de enzimas por
microrganismos selvagens apresente limitagdes, principalmente relacionadas a baixos
rendimentos. A técnica de expressao heterdloga ¢ uma alternativa amplamente aplicada para
superar as preocupagdes com a produtividade (BORRELLI; TRONO, 2015; MENG et al.,
2022). O uso dessa técnica facilita a obtengdo e caracterizacdo de uma unica enzima. Além
disso, estudos de caracterizagao funcional e estrutural também sdo fundamentais para auxiliar
na compreensao da relagdo estrutura fungao das enzimas e dar indicios de potenciais aplicagoes.

Diante do exposto buscou-se, no presente trabalho, ampliar o conhecimento sobre a
diversidade de cutinases. Para tanto, foi proposta a otimizagcdo da producdo de cutinase
utilizando F. verticillioides selvagem, um fungo pouco estudado para a producdo de cutinase,
e a producao das cutinases desse microrganismo em um sistema de expressdo heterdloga

seguido da purificacdo e caracterizacao das cutinases recombinantes.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento da biodiversidade de cutinases através de estudos de
otimizagdo da produgdo de cutinases de F. verticillioides via FES, expressdo heterdloga e

caracterizacao funcional e estrutural dessas enzimas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Otimizar a produgdo de cutinase de F. verticillioides via FES em pequena escala.

e Avaliar o escalonamento da produ¢do de cutinases via FES em biorreator com agitagao
e biorreator de leito fixo.

e Seclecionar genes de cutinase no genoma de F. verticillioides e expressar as proteinas
individualmente em sistema heterélogo procarioto.

e Purificar as cutinases e caracterizar as enzimas funcionalmente e estruturalmente.

e Testar o potencial de hidrolise de PET das enzimas recombinantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresentara uma revisao de literatura sobre os assuntos pertinentes ao
desenvolvimento desse trabalho. Primeiramente, sera apresentada uma visao geral sobre
cutinases. Em seguida serdo discutidas as fontes microbianas dessas enzimas, as formas de
producdo e as principais limitagdes. Posteriormente, os sistemas de expressdo heterologa de
cutinases serao abordados como uma estratégia para contornar as limitagcdes de produgao de
enzimas a partir de organismos nativos e, por fim, as aplicagdes de cutinases serdo revisadas.
Os topicos referentes a cutinases recombinantes (2.3) e aplicagdes (2.4) sdo parte de um artigo
de revisdo intitulado “Production of recombinant cutinases and their potential applications in
polymer hydrolysis: the current status”, submetido a revista Process Biochemistry em maio de

2023.

2.1 CUTINASES

As cutinases sdo enzimas extracelulares (EC 3.1.1.74) capazes de hidrolisar ligagdes
éster e sdo conhecidas pela capacidade de degradar cutina (HALONEN et al., 2009;
NIKOLAIVITS et al., 2018; NYYSSOLA, 2015). A cutina é um polimero com estrutura
tridimensional complexa, formada por estruturas esterificadas heterogéneas. Os principais
componentes dessas estruturas sdo acidos graxos hidroxi e epdxi com cadeias de carbono C 16
e C 18 (Figura 1B). A cutina ¢ o principal constituinte estrutural da cuticula de plantas,
considerada uma barreira densa e resistente que cobre as partes aéreas das plantas e tem funcdes
como proteger contra infec¢des microbianas e poluentes ambientais (Figura 1A) (HALONEN
et al., 2009; HEREDIA, 2003; KOLATTUKUDY, 2001; RYAN et al., 1995). As cutinases
também sdo capazes de degradar a suberina, um biopoliéster complexo, componente da casca
de plantas, que também exerce papel fundamental como barreira protetora (FERREIRA et al.,

2013; KAWAIL KAWABATA; ODA, 2020).

Figura 1: Localizagdo da cuticula de plantas e estrutura molecular da cutina. A) Imagem de
microscopia da secdo transversal do pericarpo de frutos de tomate. A cuticula da planta ¢ a
membrana mais externa (amarela) que cobre a epiderme. B) Possivel estrutura molecular da

cutina.
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As cutinases bem caracterizadas bioquimicamente sdo classificadas como serina
esterases pertencentes a familia das o/f hidrolases. Além disso, possuem a cléssica triade

catalitica Ser-His-Asp e um orificio oxianion para estabilizagdo do estado de transi¢do do
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substrato. (CARVALHO; AIRES-BARROS; CABRAL, 1998; HALONEN et al., 2009; NOVY
et al., 2021). Essa enzima também ¢ classificada como uma carboidrato-esterase da familia 5
(CES) (NOVY etal., 2021). O pH 6timo relatado para as cutinases esta caracteristicamente na
faixa neutra a alcalina (7,0 a 9,5). Eventualmente, condigdes ligeiramente acidas (pH 6) ou
acidas (pH 4-5) sdo preferiveis (NIKOLAIVITS et al., 2018). A faixa de temperatura 6tima
varia em fun¢do do organismo fonte. As cutinases bacterianas derivadas de microrganismos
termofilicos atuam otimamente de 50 a 60 °C. Tipicamente, as cutinases fungicas tém
temperaturas 6timas de 40 a 45 °C. Em alguns casos a faixa 6tima de temperatura varia de 20 a
30 °C e em outros casos varia de 50 a 60 °C (NIKOLAIVITS et al., 2018; YANG et al., 2018).

De modo geral, as cutinases sdo consideradas intermedidrias de esterases e lipases.
Diferente das lipases, a triade catalitica das cutinases ¢ localizada em uma fenda de ligagao rasa,
exposta ao solvente. Isso permite que cutinases atuem em moléculas hidrofobicas e de alto peso
molecular sem a necessidade de ativacdo de superficie (NOVY et al., 2021). Essas enzimas
apresentam capacidade de hidrolisar uma ampla gama de substratos, essa caracteristica pode
estar relacionada a heterogeneidade das estruturas esterificadas encontradas na cutina, substrato
natural da enzima (HALONEN et al., 2009). Avaliacdes da especificidade do substrato
realizadas com ésteres p-nitrofenil (p-NP) sdo comuns. A maioria das cutinases prefere ésteres
com comprimentos de cadeia de dois a quatro atomos de carbono, como p-nitrofenil acetato (p-
NPA) e p-NPB. Outras preferem ésteres com cadeias um pouco mais longas (NIKOLAIVITS
et al., 2018).

Diversos microrganismos sdo capazes de produzir cutinases. Os fungos fitopatogénicos
sao frequentemente relacionados a produgdo dessas enzimas, uma vez que elas sdo necessarias
para que esses microrganismos penetrem na cuticula das plantas e provoquem a infec¢ao
patogénica (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009; NYYSSOLA, 2015). Além dos fungos,
algumas fontes bacterianas sdo frequentemente relatadas na literatura como produtoras de
cutinases (LI et al., 2022a; LU et al., 2022; TOURNIER et al., 2020; WEI et al., 2019). O topico

a seguir explorara a produgdo de cutinases, bem como as principais fontes microbianas.

2.2 PRODUCAO DE CUTINASES

Neste topico serdo abordadas as diferentes fontes microbianas de cutinases,

especialmente os fungos patogénicos de plantas e suas estratégias para infeccdo.
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Posteriormente, serdo discutidas as caracteristicas fundamentais da FES e aspectos importantes

para o aumento de escala da FES.

2.2.1 Microrganismos produtores de cutinase

Na literatura existem relatos da producao de cutinase de fontes microbianas (DUTTA;
SEN; VEERANKI, 2009; LIN; KOLATTUKUDY, 1980b; NIKOLAIVITS et al., 2018) e de
origem vegetal (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009; MAITI; KOLATTUKUDY; SHAYKH,
1979). As fontes vegetais apresentam alguns problemas principalmente relacionados ao cultivo,
a manutengao e ao isolamento da enzima em larga escala, que sdo mais complexos em relagao

a producdo microbiana (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009).

Os microrganismos produtores de cutinases incluem fungos e bactérias. As bactérias
Thermobifida fusca, Ideonella sakaiensis e um conjunto misto de genes de actinomicetos sao
alguns exemplos de fontes procarioticas relatadas na literatura (LI et al., 2022a; LU et al., 2022;
TOURNIER et al., 2020; WEI et al., 2019). Além disso, essa enzima ¢ tipicamente produzida
por fungos fitopatogénicos para facilitar as diversas fases de infeccao das plantas hospedeiras.
(CHEN et al., 2008, 2013; DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009; NIKOLAIVITS et al., 2018) .
Fungos do género Fusarium sp. sdo exemplos de causadores de infeccdo em plantas
(BOGDAN, 1953) que ja foram sugeridos como produtores de cutinase, conforme Tabela 1. F.
solani pisi foi um dos primeiros microrganismos relatado como produtor de cutinase.
Posteriormente diversos estudos foram realizados com cutinases nativas desse fungo. Outra
espécie bastante explorada para obten¢do dessas enzimas ¢ o Fusarium oxysporum. Por outro
lado, algumas espécies como F. verticillioides, Fusarium acuminatum e Fusarium equiseti, por

exemplo, sdo pouco investigadas na literatura.

Tabela 1: Microrganismos Fusarium sp. produtores de cutinase.

Microrganismo Referéncia

F. solani pisi (BADENES; LEMOS; CABRAL, 2011b)
(EGMOND:; DE VLIEG, 2000)
(GRISWOLD et al., 2003)
(KWON et al., 2009)
(PURDY; KOLATTUKUDY, 1975a)
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F. oxysporum (CHAUDHARI; SINGHAL, 2015)
(DIMAROGONA et al., 2015a)
(FRAGA; CARVALHO; MACEDO, 2012)
(HALONEN et al., 2009)
(PIO; MACEDO, 2007, 2008)
(SPERANZA; CARVALHO; MACEDO,

2011)
F. verticilioides (DE OLIVEIRA et al., 2019a)
(GU et al., 2021)
F. acuminatum (DE OLIVEIRA et al., 2019a)
F. equiseti (DE OLIVEIRA et al., 2019a)
Fusarium roseum culmorum (LIN; KOLATTUKUDY, 1980a)
(SOLIDAY; KOLATTUKUDY, 1976)
Fusarium venenatum (SORENSEN; PETERSEN; WIEBE, 2007)
Fusarium roseum sambucinum (LIN; KOLATTUKUDY, 1980a)
Fusarium falciforme (SOOKSAI et al., 2019)

Os fungos patogénicos de plantas podem utilizar diferentes estratégias para superar a
barreira formada pela cuticula. A entrada do fungo pode ocorrer pelos estdmatos ou fendas
naturais, através da perfuracao da superficie por forca mecanica ou a partir da secrecao de uma
mistura de enzimas especializadas em degradar a parede celular. A cutinase ¢ uma dessas
enzimas, com capacidade Unica de liberar mondmeros de cutina (ARYA et al., 2021;
KUBICEK; STARR; GLASS, 2014). Esses patogenos podem abrigar varios genes que
codificam cutinases diferentes, essa condi¢do facilita a degradagdo de uma ampla gama de
polimeros vegetais e facilita a atuacdo da enzima em diferentes etapas da infeccdo (CHEN et
al., 2013; GUI et al., 2018). O processo de infec¢do passa por estagios iniciais de adesao dos
esporos na superficie da planta, germinagdo dos esporos, formacao de 6rgdos de infecgao
especializados, quebra da cuticula e colonizagdo da planta hospedeira. A cutinase ¢ capaz de
impactar cada uma dessas fases (ARYA et al., 2021; KOLATTUKUDY, 1985). A Figura 2
apresenta um esquema de interagdo de um fungo patogénico com a planta hospedeira.

Apos as investigacdes iniciais que visavam a compreensao do processo de infecgdo desses
patdgenos surgiram os primeiros estudos focados em possiveis aplicagdes biotecnologicas para
as cutinases. Consequentemente, uma nova linha de pesquisa focada em aplicagdes de cutinases
demandava um maior entendimento sobre o processo de producao dessa enzima. Portanto, no

topico a seguir serd abordada a produgdo de cutinase via processos fermentativos.
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Figura 2: Interagdo de um fungo hemibiotréfico com a planta hospedeira. No estagio inicial de
infeccdo os esporos entram em contato com a superficie da cuticula e secretam cutinases que
liberam mondmeros de cutina de forma localizada. Os primeiros mondmeros liberados emitem
sinais para a secrecdo de mais cutinases para a continuagdo e progressao da infeccao. Em
seguida ocorre o desenvolvimento de uma estrutura de infec¢do especializada chamada
apressorio, que coloniza a célula infectada sem causar morte celular (estagio inicial).
Posteriormente, em um estagio avangado de infecg¢ao, ocorre a degradagdo parede celular e da

membrana plasmatica, seguida da morte celular (estagio final).

Estagio inicial: Legenda:

Tubo Eatmtura de

Hifa Esporo  getminativo penetragio Cera epicuaticular

Apressorio

Cuticula intacta

= = Cuticula degradada

O Q Q Q = DMlembrana plasmdtica
e Dlembratia plastndtica
degradada

Célula da epiderme com
parede celular intacta

Célula de tecido interno
cotn patede celular intacta

/ i Célula morta com parede
w _ 2" celiar e membrana
plasmdtica degradadas

" Mondmeros de cutina
7 likerados

g Fungopatoginico

Fonte: Adaptada de (ARYA et al., 2021).
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2.2.2 Processo de fermentacio

Tipicamente, as cutinases microbianas sao obtidas via fermentagao submersa (DUTTA;
SEN; VEERANKI, 2009; FETT et al., 1992, 2000). Esse tipo de cultura ¢ fundamentada no
cultivo de microrganismos em meio liquido enriquecido com nutrientes (MARTINS et al.,
2011).

Na literatura também ¢ relatada a produgao de cutinase via FES (DE OLIVEIRA et al.,
2019a; MACEDO; FRAGA, 2007). Esse método ¢ baseado no crescimento microbiano e
formagao simultanea de produtos em particulas sélidas (MARTINS et al., 2011). Para tanto,
deve ser adicionada quantidade suficiente de 4gua ao meio so6lido, possibilitando o crescimento
e metabolismo do microrganismo (PANDEY, 2003; TOSUNER; TAYLAN; OZMIHCI, 2019).
Esse processo ¢ uma alternativa adequada para producdes onde residuos agroindustriais sdo
usados como substratos (RAHARDJO; TRAMPER; RINZEMA, 2006; TOSUNER; TAYLAN;
OZMIHCI, 2019).

Devido ao baixo teor de umidade em FES, condi¢ao semelhante ao meio natural de
fungos, esses microrganismos crescem facilmente no meio. Por outro lado, bactérias costumam
encontrar dificuldades de crescimento em meio s6lido (DE CASTRO; SATO, 2015;
MANSOUR et al., 2016; MARTINS et al., 2011). Diante do exposto, € importante considerar
as particularidades do microrganismo para selecao de um processo fermentativo adequado (DE
CASTRO; SATO, 2015). Além disso, muitos fatores e condi¢des de processo influenciam a
FES. A selecdo do substrato, as condi¢des iniciais de umidade do substrato e temperatura na
qual ocorrerd a fermentagdo sao alguns exemplos de variaveis decisivas no desenvolvimento e
otimizagao da FES (DE CASTRO; SATO, 2015). O substrato ou matriz solida, nesse caso, pode
apresentar duas fungdes distintas: suporte fisico e fonte de nutrientes para o microrganismo (DE
CASTRO; SATO, 2015; SCHMIDELL et al., 2001).

A matriz s6lida deve apresentar caracteristicas que promovam um maior rendimento do
processo. E necessario que o substrato apresente alto grau de acessibilidade em todo o meio, o
que ressalta a importancia da porosidade, tamanho e formato das particulas. Cada caso deve ser
avaliado separadamente, pois tamanhos de particulas menores, apesar de oferecer uma area
superficial maior, podem comprometer a circulagdo de ar no meio bem como a dissipacao de
gases e calor produzidos durante a fermentacao (SCHMIDELL et al., 2001). A porosidade do
meio deve ser considerada para defini¢do da granulometria e da altura do substrato no reator

(BELLON-MAUREL; ORLIAC; CHRISTEN, 2003; THOMAS; LARROCHE; PANDEY,
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2013), pois trata-se de uma variavel critica no processo de FES que interfere na ocorréncia dos
fenomenos de transferéncia de calor e massa no processo (TOSUNER; TAYLAN; OZMIHCI,
2019).

Além da porosidade, o substrato também deve dispor de uma capacidade minima de
absorgdo de agua. E essa caracteristica que ird assegurar que o microrganismo cresga e realize
suas atividades bioldgicas nas horas iniciais de fermenta¢cdo. Em alguns casos pode ocorrer que
a matriz solida selecionada ndo ¢ naturalmente adequada para o desenvolvimento de
microrganismos, nesse caso pode ser feita a adi¢ao de nutrientes ao meio (DE CASTRO; SATO,
2015). Essa suplementacao deve ser avaliada individualmente, pois alguns suplementos podem
favorecer o crescimento do microrganismo € a0 mesmo tempo inibir a produgdo de alguns tipos
de enzimas. Isso ocorre no caso da producao de cutinase com adicao de glicose, a glicose ¢ um
repressor para a producdo dessa enzima (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009).

Residuos e subprodutos agroindustriais podem ser excelentes substratos para a FES.
Muitos desses residuos e subprodutos sdo ricos em nutrientes necessarios para o crescimento
microbiano. Além disso, podem representar uma fonte de substrato solido de baixo custo (DE
CASTRO; SATO, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2019a). Diversos residuos e subprodutos
agroindustriais ja foram avaliados quanto a aplicagdo em processos fermentativos para
producdo de enzimas. Os estudos apresentados na Tabela 2 demonstraram a capacidade de
producdo de cutinase a partir de diferentes meios e indicam o potencial de subprodutos
agroindustriais como fonte de carbono em fermentagdes em estado solido.

Os residuos da producdo de arroz estdo entre os mais produzidos no mundo (DAGNINO
et al., 2013). Dentre os substratos apresentados na Tabela 2, o farelo de arroz € apontado como
um excelente substrato para producao de enzimas via FES, sua aplica¢do pode ocorrer sem a
necessidade de suplementagdo adicional (CHUTMANOP et al., 2008). A casca de arroz
também ¢ um residuo agroindustrial adequado para diferentes bioprocessos (DAGNINO et al.,
2013) e ja fo1 aplicado em processos de FES para obtencao de diferentes produtos (DAGNINO
et al., 2013; POSTEMSKY et al., 2017; POTUMARTHI et al., 2013; TOSUNER; TAYLAN;
OZMIHCI, 2019). Farelo e casca de arroz possuem cutina em sua composi¢do. A casca de arroz
funciona como um revestimento do grdo e possui uma espessa camada de cuticula na parte
externa. Ja o farelo de arroz ¢ um subproduto do polimento do grao de arroz. A etapa de
polimento inclui a retirada de varias camadas que envolvem o grao de arroz branco, incluindo

uma espessa camada de cuticula chamada tegumento (GALERA, 2006; JULIANO; TUANO,
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2019; NASCIMENTO et al., 2015; PEDROSO, 2019). A estrutura geral do grao de arroz e

alguns componentes da casca e farelo de arroz estao representados na Figura 3.

Tabela 2: Subprodutos agroindustrias utilizados na producao de cutinase microbiana.

Subproduto agroindustrial Referéncia

Azeite de oliva (PIO; MACEDO, 2008)

Oleo de soja (PIO; MACEDO, 2008)

Oleo de girassol (PIO; MACEDO, 2008)

Oleo de palma (PIO; MACEDO, 2008)

Farelo de trigo (FRAGA; CARVALHO; MACEDO, 2012)

(DE OLIVEIRA et al., 2019a; FRAGA; CARVALHO;

Farelo de arroz MACEDO, 2012)

Casca de soja (FRAGA; CARVALHO; MACEDO, 2012)
Residuo de malte (DE OLIVEIRA et al., 2019a)
Arroz (DE OLIVEIRA et al., 2019a)
Casca de melancia (CHAUDHARI; SINGHAL, 2015)
(CHAUDHARI; SINGHAL, 2015; FETT et al., 1992,
Casca de tomate
1999)
Bagago de maga (FETT et al., 1992, 1999)

Figura 3: Estrutura do grao de arroz e componentes da casca e farelo do arroz.
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Fonte: Fonte: Figura adaptada (GALERA, 2006; JULIANO; TUANO, 2019; NASCIMENTO
et al., 2015; PEDROSO, 2019).

Além da sele¢dao de um substrato s6lido adequado, o controle do teor de umidade do meio
também ¢ um parametro que interfere na eficiéncia da FES (BELLON-MAUREL; ORLIAC;
CHRISTEN, 2003; THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). O grau de umidade de um
substrato, tanto no inicio quanto ao longo da fermentacdo, pode variar de acordo com o
microrganismo selecionado e com o produto desejado (DEMIR; TARI, 2016; ZHANG et al.,
2013). Teores de umidade abaixo de 12% ndo sdo suficientes para o crescimento microbiano
(CAHN, 1935; SCHMIDELL et al., 2001). Usualmente, para FES esse parametro varia entre
18 e 85%, de acordo com o poder de absor¢do da matriz s6lida. O indicado para facilitar a
dispersdo e a transferéncia de massa de nutrientes e oxigénio ¢ a presenca de um filme
superficial de 4gua no meio e simultaneamente essa condi¢cao deve permitir a difusdo de gases
e dissipacao do calor pelos intersticios (DEMIR; TARI, 2016; STREDANSKY; CONTI, 1999).
Altos teores de umidade podem diminuir a porosidade do meio e favorecer a contaminagao
principalmente por bactérias e o contrario (baixa umidade) podera prejudicar o crescimento do
microrganismo bem como reduzir o rendimento do produto (YAZID et al., 2017).

A temperatura € outro pardmetro importante que deve ser controlado. Segundo Schmidell
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et al. (2001) o crescimento microbiano, a germinagdo dos esporos, a esporulagio e a formagao
de produto estdo diretamente ligadas a esse fator. O controle da temperatura pode ser feito pela
introducao de ar através do meio de cultura, controlando a temperatura do ambiente ou do
biorreator, além disso também ¢ possivel projetar um sistema de camisas com circulacao de
dgua refrigerante em torno do equipamento. A altura da camada de substrato dentro do
fermentador também ¢ determinante no controle da temperatura (DEMIR; TARI, 2016;
STREDANSKY; CONTI, 1999).

Apos a etapa de produgao da cutinase via FES o produto obtido pode ser extraido por
suspensdo do meio com agua, solucdo tampao ou solventes e em alguns casos (como para a
produgdo de bioinseticidas) o meio fermentado pode ser simplesmente seco e armazenado para
uso posterior (SCHMIDELL et al., 2001). Considerando a necessidade de extragdo do produto
a etapa seguinte ¢ a aplicacdo de técnicas de concentragdo e/ou purificagdao (DUTTA; SEN;
VEERANKI, 2009), fundamental para posterior exploragdo do potencial comercial de
biomoléculas (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). O grau de purificacdo desses produtos esta
relacionado com a aplicagdo pretendida. As metodologias geralmente utilizadas envolvem a
concentracdo do sobrenadante da cultura que contém a enzima (GANGADHARAPP et al.,
2017) através de precipitagdo, ultrafiltracdo, cromatografia entre outras metodologias (CHEN
et al., 2007, ESCOBAR; BARNETT, 1995; SEBASTIAN; KOLATTUKUDY, 1988).

No entanto, a produgdo em pequena escala nao € capaz de atender demandas industriais.
Diante disso, surge a necessidade de buscar estratégias para o aumento da producdo e,
consequentemente, o aumento de escala da FES. Diversos tipos de reatores podem ser utilizados

de acordo com a estratégia estabelecida.

2.2.3 Escalonamento

A ampliagdo de escala para FES geralmente esté relacionada a desafios de transferéncia
de calor e de homogeneidade do meio, que sdo as principais limitagdes desse tipo de cultivo
(DI LUCCIO et al., 2004). No entanto, existe uma série de vantagens na obtencao de produtos
por essa via. Para Martins et al. (2011) tais produtos apresentam melhores caracteristicas e
maior rendimento e produtividade em relacdo aos produtos obtidos em cultivos submersos.
Como o produto final ¢ mais concentrado em alguns casos € possivel utilizar um processo direto
de secagem e embalagem do produto final obtido, sem necessidade de extracdo. Essa estratégia

pode ser aplicada para a produgdo de bioinseticidas ou ragdo animal, por exemplo. Além disso,
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quando houver a necessidade de extragdo para recuperagdo do material é possivel utilizar
menores quantidades de solventes. Os baixos teores de umidade utilizados, juntamente com a
alta concentracdao de indculo incorporado ao meio, reduzem o problema de contaminacao por
outros microrganismos indesejaveis diminuindo os custos de esterilizacdo. Além disso,
raramente ¢ necessaria a agitacdo continua do substrato e a aeragdo, natural ou forcada, ¢
facilmente conduzida devido aos intersticios existentes entre as particulas do substrato (CHEN;
LIU; DAL 2014; PANDEY, 2003).

No entanto, apesar da FES de apresentar algumas vantagens para o escalonamento de
processo, alguns parametros da pequena escala ndo sdo compativeis com uma escala industrial.
Os parametros que usualmente exigem reavaliagdes sao referentes aos efeitos da compactacao
do substrato, da taxa de aeracdo e da dissipagdo de calor (SCHMIDELL et al., 2001). Nesse
sentido, a escolha do tipo de biorreator ¢ fundamental. Para o aumento de escala dos processos
fermentativos em estado solido existem alguns tipos de biorreatores usuais (SINGHANIA et

al., 2009; SOCCOL et al., 2017):

e Reatores estaticos ou reatores com bandejas;
e Reatores com agitagdo ou tambor rotativo;
e Reatores com leito fixo e;

e Reatores com leito fluidizado gas-solido.

Os reatores de bandeja s@o muito utilizados, no entanto, as condigdes de transferéncia
de oxigénio e o controle das condi¢des do ambiente sdo bastante limitadas. Nesse quesito, 0s
reatores agitados parecem mais atrativos, pois permitem a agitagdo do meio de cultivo e
consequentemente a melhoria na transferéncia de oxigénio e de controle das condig¢des
ambientais (DESGRANGES et al., 1991; SRINIVAS; CHAND; LONSANE, 1994). Esse tipo
de biorreator permite o uso de agitacdo continua ou intermitente do meio solido e podem ser
equipados com camisa de dgua para controle de temperatura. No entanto, o uso de agitacao
pode afetar o crescimento do microrganismo (SOCCOL et al., 2017).

Também podem ser utilizados os reatores de leito fixo e de leito fluidizado. Nos dois
casos ocorre a passagem de ar ou gas inerte atraveés do meio de cultivo, porém no leito fluidizado
a velocidade de passagem do fluido € mais elevada e resulta na suspensao do sélido na corrente
gasosa. Esse sistema contribui no controle da temperatura e na transferéncia de oxigénio e

nutrientes (PANDEY, 1991; SOCCOL et al., 2017).
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Alguns autores ja utilizaram reatores de leito fixo para obtencdo de produtos via FES
(ASTOLFI et al., 2011; AVILA et al., 2019; MOLDES et al., 2003) e atingiram resultados
promissores. Um grupo de pesquisadores realizou um estudo referente a utilizagao de reator de
leito fixo com diferentes formas de aeracdo (ASTOLFI et al., 2011). Segundo os autores,
convencionalmente, utiliza-se um sistema de resfriamento evaporativo (realizado pelo ajuste da
taxa de aerac¢do) para manutencao da temperatura adequada do processo. Quando a temperatura
estiver muito baixa, a diminui¢ao da taxa de aeragdo permite que a temperatura aumente. Por
outro lado, se a temperatura do substrato estiver elevada, o aumento da taxa de aeragao promove
o resfriamento do substrato. No entanto, o resfriamento do meio pela elevagdo da taxa de
aeracdo nao favorece o crescimento do microrganismo. Diante desse impasse, Astolfi et al.
(2011) propuseram a utilizacdo de ar parcialmente saturado para a aeracdo. Ainda segundo os
mesmos autores existe a possibilidade de uso de biorreatores de mistura intermitente. Essa
estratégia pode ser empregada em associagcdo com a operagdo do biorreator no modo batelada
alimentada, pois a adi¢ao de substrato solido em intervalos de tempo determinados, seguido da
mistura do leito resultaria na diminui¢ao da temperatura. Mais tarde, outro estudo avaliou a
aplicacio de um biorreator de leito fixo multiuso (AVILA et al., 2019). Nesse caso a
temperatura foi regulada através de uma camisa de agua e foi injetado ar umidificado através
do leito. O processo foi analisado em diferentes condigdes de temperatura e taxas de fluxo de
ar e resultou em alto rendimento do processo.

No entanto, nem todos os organismos sdo facilmente cultivados através desses métodos
tradicionais. Frequentemente ocorrem problemas de reprodutibilidade e rendimento da
produgdo para microrganismos selvagens. Essas limitacOes levaram ao desenvolvimento de
novas técnicas para obtencdo de enzimas, como a expressdao heterdloga. A producdo de
proteinas recombinantes minimizou os problemas de reprodutibilidade e rendimento e facilitou

o uso de enzimas em escala industrial (BORRELLI; TRONO, 2015).

2.3 CUTINASES RECOMBINANTES

Os microrganismos sdo as principais fontes de enzimas recombinantes para fins
industriais. O genoma relativamente simples de alguns organismos favorece a identificagao de

sequéncias génicas que codificam as enzimas de interesse (BORRELLI; TRONO, 2015).
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A expressao heteréloga impulsionou o uso de enzimas em escala industrial, aumentando
a reprodutibilidade e os rendimentos da produ¢do enzimatica. Essa técnica permite a produgao
de enzimas nativas de microrganismos que ndo podem ser facilmente cultivadas. Além disso,
também ¢ possivel produzir enzimas de engenharia por meio desse sistema (BORRELLI;
TRONO, 2015). Diferentes organismos hospedeiros podem ser aplicados a sistemas de
expressdo. As duas categorias gerais de hospedeiros de expressdo abrangem organismos
procarioticos e eucaridticos. Os sistemas procarioticos incluem bactérias. Os sistemas
eucaridticos incluem o uso de leveduras, fungos filamentosos, insetos e células de mamiferos.
Os fungos filamentosos, leveduras e bactérias sdo considerados hospedeiros mais faceis de
manipular, mais acessiveis e, portanto, preferidos para aplica¢des industriais (BORRELLI;
TRONO, 2015; SINGHA et al., 2017).
No entanto, cada sistema de expressdo possui caracteristicas particulares que podem
oferecer vantagens e desvantagens (BAGHBAN et al., 2019). Portanto, nos topicos a seguir
serdo apresentadas as principais caracteristicas dos sistemas de expressdo procariotos e

eucariotos na produgdo de cutinases recombinantes.

2.3.1 Sistemas de expressao procariotos na producio de cutinases

Hospedeiros procaridticos sao frequentemente usados para expressdo de proteinas
heterdlogas. Isso ocorre devido a facilidade de manipulacdo desse tipo de microrganismo, que
além de apresentarem curtos tempos de crescimento, atingem altas densidades celulares em
meios de baixo custo e sdo microrganismos bem caracterizados geneticamente. A
disponibilidade de uma ampla variedade de vetores para clonagem e de cepas hospedeiras
mutantes também favorece o uso de sistemas de expressdo procarioticos (BORRELLI,
TRONO, 2015).

Os principais sistemas procariotos de expressao de proteinas incluem bactérias, tal como
de Bacillus sp., E. coli e Corynebacterium glutamicum. As espécies de Bacillus sp. sdo bastante
atraentes devido a alta capacidade de secretar proteinas no meio extracelular (SCHALLMEY;
SINGH; WARD, 2004). Além disso, em geral, sdo organismos robustos em relacdo as
condig¢des de crescimento e possuem baixa demanda nutricional (HEMMERICH et al., 2016;
LIU et al., 2013a, 2013b). Além das espécies de Bacillus sp., uma alternativa atraente para

expressdo de proteinas extracelulares ¢ a C. glutamicum. Essa bactéria tem demonstrado
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capacidade de secretar proteinas, amplo conhecimento de bioprocessos e disponibilidade de
métodos para manipulagdo genética (HEMMERICH et al., 2016). No entanto, as vias de
secrecdo bacterianas ainda sao um fator limitante para o desenvolvimento de sistemas de
expressao extracelulares eficientes em organismos procarioticos (BYUN et al., 2022;
HELLECKES et al., 2022; HEMMERICH et al., 2019).

De modo geral, a E. coli € notoriamente o sistema procarioto de expressao mais utilizado
para aplicagdes industriais e laboratoriais, sendo o organismo mais bem caracterizado para este
fim (BORRELLI; TRONO, 2015; PONTRELLI et al., 2018; ROSANO; CECCARELLLI, 2014).
O amplo conhecimento em bioquimica, fisiologia e genética de E. coli possibilitou a obtengao
de novos fendtipos que superam os produtores nativos tradicionais (PONTRELLI et al., 2018).
Atualmente, uma grande variedade de ferramentas moleculares ¢ comercializada. Essas
ferramentas permitem a constru¢do de um sistema de expressao adequado para obtengdo de
altos rendimentos (BORRELLI; TRONO, 2015). A Figura 4 apresenta um esquema geral de
produgdo de enzimas por expressao heterdloga usando E. coli como hospedeiro.

Varias cepas de E. coli estao disponiveis para uso como hospedeiros de expressdao. No
entanto para uma triagem de primeira expressao, apenas algumas cepas podem ser suficientes.
As linhagens do tipo B sdo frequentemente utilizadas, especialmente BL21(DE3) assim como
algumas cepas derivadas da linhagem K-12. A cepa BL21 (DE3) juntamente com suas
derivadas, sdo as mais utilizadas para expressdo de proteinas. As principais caracteristicas
genéticas dessas cepas sdo as exclusdes dos genes que codificam as proteases lon e ompT
(FATHI-ROUDSARI; AKHAVIAN-TEHRANI; MAGHSOUDI, 2016; ROSANO;
CECCARELLI, 2014). A auséncia das proteases lon dificulta a degradacdo proteolitica de
enzimas estranhas dentro da célula. Por outro lado, a auséncia de ompT dificulta a degradagao
de proteinas extracelulares, evitando a hidrélise da enzima recombinante apos a etapa de lise
celular. Porém, muitas outras situagcdes podem impedir a obtengdo de quantidades suficientes

de proteina em sua forma funcional (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Figura 4: Esquema geral de producao de enzimas por expressao heteréloga usando E. coli como

hospedeiro de expressao.
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A formacdo de aglomerados de proteinas biologicamente inativas, chamados de corpos
de inclusdo, ¢ um dos principais problemas reportados na expressao heteréloga (ROSANO;
CECCARELLLI, 2014). Fatores como a formacao incorreta de ligacdes dissulfeto, dobramento
incorreto, baixa solubilidade da proteina e auséncia de modificagdes pos-traducionais essenciais
sdo algumas explicagdes possiveis para a formagdo de corpos de inclusdo. Cada um desses
fatores pode exigir solugdes diferentes. Algumas possiveis solugdes para dobramento incorreto
de proteinas, por exemplo, sdo a co-expressao de chaperonas moleculares, suplementacdao do
meio e redugdo da taxa de produgdo de enzima através da reducao da temperatura de expressao
da proteina. A cepa Arctic Express (DE3) derivada de E. coli BL21-Gold ¢ um exemplo de
hospedeiro que expressa chaperonas exogenas e ¢ adaptado para produgdo em baixas
temperaturas (BELVAL et al., 2015; ROSANO; CECCARELLI, 2014).

No que se refere a problemas de formacao incorreta de ligacdes dissulfeto as possiveis
solugdes sdo diferentes e em geral envolvem expressao da proteina no periplasma ou o uso de

cepas com o ambiente citoplasmatico oxidativo (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Cepas
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derivadas de K-12, que também sao utilizadas em alguns casos, sdo exemplos de hospedeiros
com a regido do citoplasma adaptada para formacao de ligagdes dissulfeto (BABA et al., 2006;
PONTRELLI et al., 2018). Linhagens de Origami, por exemplo, possuem menor poder redutor
no citoplasma (PONTRELLI et al., 2018). Cepas SHuffle T7 também foram projetadas para
expressar proteinas recombinantes com multiplas pontes dissulfeto. Isso foi possivel através da
expressao de uma versdo da proteina dissulfeto isomerase periplasmatica DsbC no citoplasma
e da exclusao de genes que codificam a glutaredoxina redutase e a tioredoxina redutase
(FATHI-ROUDSARI; AKHAVIAN-TEHRANI; MAGHSOUDI, 2016; LOBSTEIN et al.,
2012). As mesmas mutagdes de glutaredoxina redutase e tioredoxina redutase também
caracterizam as cepas Rosetta-gami B (DE3). Além do ambiente citoplasmatico com menor
poder redutor a Rosetta-gami B (DE3) também pode superar um outro problema conhecido
como viés de codons (FATHI-ROUDSARI; AKHAVIAN-TEHRANI; MAGHSOUDI, 2016;
MENG et al., 2018; ROSANO; CECCARELLI, 2014; SCHWEICKERT; CHENG, 2020).

De modo geral, o campo de expressdo de proteinas recombinantes estd em constante
desenvolvimento. Hospedeiros de expressio podem ser melhorados considerando as
particularidades da proteina recombinante alvo, buscando evitar a degradagdo e aumentar a
solubilidade da proteina no sistema de expressdo, além de contornar problemas de toxicidade
para a célula hospedeira (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Para a produgdo de cutinases recombinantes em E. coli ja foram aplicadas diferentes
estratégias que variam entre as solugdes apresentadas anteriormente (Tabela 3). Alguns autores
expressaram uma cutinase de F. oxysporum na regido do periplasma de E. coli BL21 (DE3)
utilizando um peptideo sinal pelB e obtiveram maiores quantidades de enzima soluvel em
comparagdo a expressao no citoplasma dessa mesma cepa (DIMAROGONA et al., 2015a;
NIKOLAIVITS et al., 2016). A expressao da mesma cutinase de F. oxysporum no citoplasma
oxidativo de E. coli Origami 2 (DE3) também obteve sucesso e produziu uma enzima mais
termoestavel em comparacdo com a cutinase produzida no periplasma de BL21 (DE3)
(NIKOLAIVITS et al., 2016). Outros autores optaram por outras cepas de E. coli com ambiente
citoplasmatico oxidativo, como a Shuffle T7 e a Rosetta-gami B (DE3) (JABLOUNE et al.,
2020; KAWAI et al., 2014).

Além da cepa hospedeira, a escolha de um vetor de expressdo apropriado para a
producao de proteinas também ¢ um fator importante. Muitos vetores estdo disponiveis
comercialmente. Vantagens e desvantagens de varios tipos de vetores para E. coli estdo

disponiveis na literatura (RIGGS, 2018). Em geral, um vetor de expressdo plasmidial ¢
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composto pelo promotor e pelas sequéncias regulatorias necessarias para seu controle. Além

dos elementos reguladores, ha um sitio de ligagao ao ribossomo (RBS) que promove a traducao,

um marcador de resisténcia a antibioticos e uma origem de replicagdo que garante a manutengao

do plasmideo em seu hospedeiro de expressao (RIGGS, 2018; SINGHA et al., 2017). A Figura

5 mostra um esquema geral da estrutura ideal para vetores de expressao.

Tabela 3: Sistemas procariotos utilizados para expressao de diferentes cutinases.

Organismo fonte Hospedeiro de Vetor de Referéncia
expressao expressiao

Streptomyces scabies E. coli Shuffle T7 pET30a(+) (JABLOUNE et al., 2020)

F. oxysporum E. coli BL21 pET22b(+) (DIMAROGONA et al.,
(DE3) 2015a)

F. oxysporum E. coli BL21 pET22b(+) (NIKOLAIVITS et al.,
(DE3) 2016)

F. oxysporum E. coli Origami 2 pET22b(+) (NIKOLAIVITS et al.,
(DE3) 2016)

Humicola insolens E. coli BL21 pET20b(+) (SU et al., 2020)
(DE3)

Moniliophthora roreri E. coli BL21 pET22b(+) (VAZQUEZ-
(DE3) ALCANTARA et al.,

2021)

T. fusca E. coli BL21 pET24a(+) (SU; HONG; WU, 2015)
(DE3)

Saccharomonospora E. coli Rosetta- pQESOL (KAWAI et al., 2014)

viridis gami B (DE3)

Rhizoctonia cerealis E. coli pMAL-c5x (LU et al., 2018)
BL21(DE3)

Pseudomonas E. coli BL21-Gold pET26b (+) (HAERNVALL et al.,

pseudoalcaligenes (DE3) 2018)

Figura 5: Estrutura geral para um vetor de expressao ideal.
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Fonte: Figura adaptada (SINGHA et al., 2017).

Dentre os inumeros vetores disponiveis comercialmente, a série de plasmideos de
expressao pET é amplamente utilizada para a produ¢do de proteinas recombinantes em E. coli.
O plasmideo de expressao pET28a ¢ o mais popular do mercado (SHILLING et al., 2020).
Diversos sistemas de expressdo de cutinase em E. coli alcangaram bons resultados utilizando
vetores da série pET (DIMAROGONA et al., 2015a; NIKOLAIVITS et al., 2016; SU et al.,
2015; SU; HONG; WU, 2015).

Mas apesar dos esfor¢os para aumentar robustez dos sistemas baseados em E. coli, eles
sdo ineficazes na realizagdo de modificagdes pos-traducionais, como correto enovelamento de
algumas proteinas, fosforilacdo e glicosilagio (BORRELLI; TRONO, 2015; PONTRELLI et
al., 2018). Dessa forma, algumas vezes pode ser necessario recorrer a expressao em sistemas

eucariotos, por exemplo (SCHWEICKERT; CHENG, 2020; SINGHA et al., 2017).
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2.3.2 Sistemas de expressao eucariotos na producio de cutinases

Hospedeiros eucarioticos, como leveduras e fungos filamentosos, sdo conhecidos por
suas vantagens na expressao de proteinas complexas. Organismos eucarioticos sao capazes de
fazer modificagdes pos-traducionais, ao contrario dos procariotos (BORRELLI; TRONO,
2015). Algumas leveduras geralmente aplicadas como hospedeiros de expressao para obtencao
de cutinases recombinantes incluem Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Arxula
adeninivorans (BAGHBAN et al., 2019; BURDETTE et al., 2018).

S. cerevisiae ¢ um microrganismo modelo na pesquisa cientifica. Foi a primeira levedura
utilizada para expressdo heteréloga (BORRELLI; TRONO, 2015). E um versatil hospedeiro de
expressao ¢ a principal levedura utilizada na induastria alimenticia. Além disso, as ferramentas
para edicdo do genoma deste organismo estdo bem estabelecidas (AL-FAHAD et al., 2020;
BAO et al., 2020; LI et al., 2021). No entanto, esse microrganismo também apresenta algumas
limitagdes, como hiperglicosilacdo, baixo rendimento ¢ instabilidade plasmidial (XIE; HAN;
MIAOQ, 2018). Sistemas de expressdo de cutinase em S. cerevisiae utilizaram a cepa INVScl
(His-, Leu-, Trp-, Ura-) (AOYAGI; KATAKURA; IWASAKI, 2016; ZHANG et al., 2017).
INVScl é uma cepa auxotrdfica diploide que cresce em meio minimo com suplementos de
histidina, leucina, triptofano e uracila (TANG et al., 2013). As cutinases de Thermobifida fusca
e Aspergillus oryzae, produzidas na cepa INVScl, atingiram atividades de 12,00 ¢ 0,13 U/mL,
respectivamente (AOYAGI; KATAKURA; IWASAKI, 2016; ZHANG et al., 2017).

P. pastoris é considerada uma hospedeira robusta para aplicacdes biotecnologicas em
laboratorio e na industria (BILL, 2014; ZHANG; LIU; LI, 2020). E uma levedura que pode
utilizar o metanol como fonte exclusiva de carbono e energia e a mudanga do meio glicose para
metanol induz alto nivel de expressdo da proteina recombinante em P. pastoris (BORRELLI,
TRONO, 2015). No entanto, o metabolismo do metanol pode ser ineficiente e dificultar a
ampliacao do processo (THERON et al., 2017; ZAVEC; GASSER; MATTANOVICH, 2020).
Apesar disso, a utilizagdo desse microrganismo como sistema de expressao ¢ atrativa devido a
disponibilidade de ferramentas de manipulacio genética (RASCHMANOVA et al., 2018;
ZHANG:; LIU; LI, 2020). Além disso, cepas mutantes deficientes em protease dificultam a
degradacao da proteina recombinante produzida, aumentando o rendimento do produto
(BAGHBAN et al., 2019; ZHANG; LIU; LI, 2020). Vérias cepas selvagens e mutantes foram
relatadas na literatura (BAGHBAN et al., 2019; DALY; HEARN, 2005; KARBALAEI;

REZAEE; FARSIANI, 2020). Entre elas, as cepas X-33, KM71H e GS115 j4 foram utilizadas
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na produgdo de cutinases e atingiram atividades de 4370,00 U/mgproteina (PING et al., 2017),
1059,96 U/mgproteina (YANG et al., 2018) e 2322,40 U/mgproteina (DUAN et al., 2019)
respectivamente. A cepa X-33 ¢ uma levedura do tipo selvagem, enquanto a KM71 e a GS115
sao cepas deficientes em histidina desidrogenase. Este fato permite a selecao de transformantes
com base em sua capacidade de crescer em meio sem histidina (BAGHBAN et al., 2019). No
entanto, KM71 tem um fenétipo de utilizagdo de metanol lento, enquanto GS115 tem um
fenotipo de utilizagdo de metanol semelhante a levedura de tipo selvagem (CHAROENRAT et
al., 2013; DALY; HEARN, 2005).

A. adeninivorans ¢ uma levedura halotolerante com potencial para uso como hospedeiro
de expressdo heterologa. Algumas caracteristicas, como a variagdo da morfologia em funcao da
temperatura ¢ modificacdes pos-traducionais dependentes da morfologia, refor¢am esse
potencial. Essa levedura apresenta um metabolismo flexivel, que permite o uso de uma ampla
variedade de fontes de carbono e nitrogénio (BISCHOFF et al., 2017; MALAK; BARONIAN;
KUNZE, 2016). Plataformas de transformagao/expressdo foram desenvolvidas para este
organismo, possibilitando manipulagdes genéticas simples e rapidas. Algumas cepas mutantes
sdo bem descritas na literatura (BISCHOFF et al., 2017), incluindo A. adeninivorans G1212
[aleu2 atrpl::ALEU2] que se destaca na estabilidade mitdtica durante o cultivo em meio rica e
minimo (MALAK; BARONIAN; KUNZE, 2016). Porém, a expressdao de cutinase em A4.
adeninivorans G1212 resultou em altos niveis de secre¢do de proteinas estranhas juntamente
com a cutinase, caracteristica indesejada para sistemas de expressdo heteréloga (BISCHOFF et
al., 2015).

Além das leveduras os fungos filamentosos também sdao 6timos sistemas de expressao,
e sdo capazes de produzir proteinas industriais, como hospedeiros nativos e hospedeiros
heterdlogos. Além disso, apresentam grande capacidade de fazer modifica¢des pos-traducionais
corretamente (BERGQUIST et al., 2002; BORRELLI; TRONO, 2015; ZHANG et al., 2020a).
Os fungos filamentosos também possuem uma poderosa via secretora € podem rapidamente
eliminar proteinas mal dobradas (BORRELLI; TRONO, 2015). Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Trichoderma reesei sdo hospedeiros especialmente atrativos para a produgdo de
proteinas recombinantes. Mas, apesar de plataformas flingicas oferecerem vantagens claras em
comparagdo com outros sistemas de expressao enzimatica, elas ainda sdo plataformas em
desenvolvimento. Estudos com foco no aumento da produtividade e secrecdao de proteinas t€ém
sido realizados. A compreensdo dos mecanismos de transcri¢ao, traducdo, processamento pos-

traducional e vias de secre¢do desses organismos tem avancado. Apesar disso, a secre¢ao de
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proteinas estranhas nesses sistemas ainda nao atingiu os niveis intrinsecos desses organismos
(NEVALAINEN; PETERSON, 2014; NEVALAINEN; TE’O; BERGQUIST, 2005;
SAKEKAR; GAIKWAD; PUNEKAR, 2021). Portanto, como o esperado, a producao de
cutinase nesse tipo de plataforma ¢ pouco explorada e o rendimento ¢ baixo em relagao ao
rendimento de P. pastoris (5,3 mgeutinase/mL) (DUAN et al., 2019). Por exemplo, a cutinase
produzida em Aspergillus niger PY 11 atingiu uma atividade de 36,70 U/mL (KAMARUDDIN
et al., 2018) e a producao em Aspergillus oryzae atingiu 203 pgeutinase/mL (ICHIKAWA et al.,
2022).

2.4 APLICACOES

A cutinase ¢ uma enzima versatil com potencial de aplicagao industrial extremamente
diversificado (CHEN et al., 2013). Pode ser amplamente aplicada na industria de alimentos,
farmacéutica, de detergentes, téxtil, agricultura, meio ambiente, entre outras (CARVALHO;
AIRES-BARROS; CABRAL, 1999) (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009). A hidrolise de
cutina, substrato natural dessa enzima, produz d4cidos graxos com uma combinagdo
diversificada de grupos funcionais, incluindo grupos epéxi, alcool e carboxi. Os acidos graxos
derivados da cuticula vegetal tém potencial para utilizagdo como precursores de polimeros
interessantes para aplicagdes quimicas e podem substituir compostos petroquimicos
convencionais (FERREIRA et al., 2013; NOVY et al., 2021).

Na indutstria de alimentos, cutinases foram avaliadas como catalisadores para a
producao de frutas secas, varios produtos lacteos, compostos aromaticos e alguns importantes
acidos graxos, incluindo o acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenodico (DHA)
(DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009; NYYSSOLA, 2015). No processo de producio de frutas
secas a cutinase pode atuar no aumento da permeabilidade da dgua, facilitando a secagem da
fruta (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009; NYYSSOLA, 2015; POULOSE; BOSTON, 1994).
Essas enzimas também podem ser eficazes para obtencdo de edulcorantes, conservantes e
estabilizadores em frutas e vegetais (POULOSE; BOSTON, 1994). A producgdo de aromas
naturais pela sintese de compostos aromaticos utilizando enzimas hidroliticas no processo de
catalise ¢ uma possibilidade de aplicacdo para a induastria de alimentos bem como a

farmacéutica (PIO et al., 2008). Além do mais, a cutinase também pode substituir a lipase
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utilizada na industria alimentar para produgdo de sabores caseiros em produtos de padaria,
manteiga e molhos (NYYSSOLA, 2015).

Na industria quimica, cutinases podem ser utilizadas para a produgdo de biodiesel,
compostos fenodlicos, surfactantes e sintese de materiais. Na producdo de biodiesel pode ser
aplicada na etapa de transesterificagdo de dleos vegetais e gorduras animais (DUTTA; SEN;
VEERANKI, 2009). Usualmente lipases sdo utilizadas como catalisadores nessa reag¢ao, no
entanto a cutinase mostra-se vantajosa por nao precisar de ativacao interfacial na hidrolise de
triacilglicerol soltvel e emulsionado (MARTINEZ et al., 1992). Além disso, apresentam
potencial para funcionalizagdo da superficie dos polimeros e remog¢do de revestimentos
(BADENES; LEMOS; CABRAL, 2010, 2011a; BARROS et al., 2009; CHEN et al., 2013). Um
estudo recente sugere a aplicagdo de cutinase para obtencdo de materiais porosos (SHI et al.,
2020b). Este tipo de material apresenta grande potencial de aplicacdo na engenharia de tecidos.
O objetivo dos autores era criar materiais porosos sintetizados por degradagdo enzimatica
seletiva. Uma cutinase de Fusarium solani foi utilizada juntamente com uma proteinase K na
degradagdo seletiva de uma mistura de PBS e PLA(SHI et al., 2019, 2020b). Segundo os autores
¢ possivel controlar o tamanho dos poros formados ajustando a proporcao de PBS na mistura e
o tempo de reacdo enzimatica. A sintese de outros materiais, como ésteres de amido com alto
teor de acidos graxos, também pode ser realizada usando cutinase. Esses ésteres podem ser
usados como produtos quimicos essenciais em varios setores industriais. Em um estudo recente,
a sintese de éster de amido foi realizada usando uma variante de cutinase de Cryptococcus sp.
(RAJAN; SUDHA; ABRAHAM, 2008; SISILA et al., 2021).

Na industria de detergentes, as cutinases foram avaliadas como enzimas lipoliticas em
formulacdes de detergentes para lavagem de roupa e louca (CHEN et al., 2013). Diante da boa
estabilidade da enzima a temperaturas de 20-50 °C e em pH 8-11, bem como da estabilidade
na presenca de outras enzimas (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009), essa biomolécula ¢ ideal
para aplicagdo em formulagdes de detergentes (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009;
NYYSSOLA, 2015). Além disso, a inclusdo de cutinase na formula¢do desses produtos nio
ocasiona limitagao de uso (KOLATTUKUDY; POULOSE, 1996).

As cutinases também desempenham um papel significativo como biocatalisadores na
industria téxtil (CHEN et al., 2007). Os tecidos crus de algodao sdo cobertos com uma cuticula
hidrofobica, da qual a cutina € o principal componente (DEGANI; GEPSTEIN; DOSORETZ,
2002; NYYSSOLA, 2015). A molhabilidade das fibras é melhorada através da remogao dessa

cuticula por lavagem, isso facilita o tingimento uniforme e o acabamento (DONG et al., 2020;
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HONG et al., 2019; NYYSSOLA, 2015). A lavagem é tradicionalmente realizada via hidrolise
alcalina a altas temperaturas, o que gera grandes volumes de adguas residuais alcalinas e causa
danos as fibras (AGRAWAL; NIERSTRASZ; WARMOESKERKEN, 2008; CHEN et al.,
2013; LEE; SONG; KIM, 2009; NYYSSOLA, 2015). Nesse sentido, as cutinases tém sido
sugeridas como uma alternativa a lavagem quimica. Além da cutina, os alvos para a hidrélise
catalisada pela cutinase sdo as ceras amorfas incorporadas na matriz da cutina (NYYSSOLA,
2015). Recentemente, uma cutinase mutante de 7. fusca foi construida para aplicagdo em
lavagem de algodao (DONG et al., 2020). Os autores tentaram melhorar a remogao da cuticula
modificando o local de ligacao da enzima ao substrato. A eficiéncia de remog¢ao da cuticula do
algodao foi avaliada com a enzima mutante e a selvagem. O tratamento com a cutinase mutante
reduziu significativamente o tempo de umedecimento da fibra de algoddo. A cutinase de T.
fusca selvagem também foi aplicada para o tratamento de algoddo em combinacdo com cutinase
de H. insolens. A acdo sinérgica das duas enzimas foi mais eficiente na lavagem dos tecidos do
que o uso de uma Unica enzima. Além de melhorar a molhabilidade e facilitar o tingimento do
tecido, o tratamento enzimatico também resultou em menos danos ao tecido do que o tratamento
alcalino tradicional (HONG et al., 2019). Além disso, cutinases também podem ser aplicadas
em outros setores da industria téxtil, como na modificacdo de fibras sintéticas e tratamento de
tecidos de 1a (CHEN et al., 2013).

No setor agricola as cutinases foram sugeridas como adjuvantes em produtos quimicos
utilizados nesse setor (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009). Os adjuvantes sdo capazes de
aumentar o efeito farmacoldgico de quimicos agricolas, o que pode resultar em aplicagdo de
uma quantidade reduzida desses produtos € mesmo assim chegar ao efeito desejado
(KOLATTUKUDY; POULOSE, 1996). Nesse sentido, Kolattukudy e Poulose (1996)
desenvolveram uma patente que propde a sele¢do de uma enzima capaz de degradar pelo menos
uma por¢do do polimero de células vegetais de uma planta para a qual um produto quimico
agricola tera um efeito farmacologico. Essa enzima pode ser aplicada a planta antes ou
concomitantemente com a aplicagdo do produto quimico agricola na planta. Outro estudo (DE
OLIVEIRA et al., 2019a) relata o uso da cutinase como adjuvante em uma formulacao contendo
cutinase e um bioherbicida. Normalmente, os bioherbicidas apresentam baixa eficiéncia,
necessitando aplicacdo conjunta com outros compostos que potencializem sua atividade (DE
ALMEIDA et al., 2020). Foram realizados testes em folhas de plantas daninhas, que apresentam

uma fina camada de cutina que dificulta a entrada do ingrediente ativo. A enzima foi utilizada
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para degradar a cutina, aumentando a taxa de absor¢do do produto aplicado e,
consequentemente, aumentando a atividade bioherbicida (DE OLIVEIRA et al., 2019a).

Na area ambiental, a cutinase € util na biodegradacao de residuos, incluindo residuos de
polimeros e pesticidas (BHARDWAJ; GUPTA; TIWARI, 2013; DUTTA; SEN; VEERANKI,
2009; KLEEBERG et al., 1998). Cutinases ja foram aplicadas na remediacdao de solo
contaminado por produtos quimicos (NYYSSOLA, 2015). A degradacio enzimatica de
produtos quimicos, como o parabeno, presentes nas aguas residuais também foi relatada (ZHU;
WEI, 2019). Os parabenos sao compostos amplamente utilizados em cosméticos, farmacos e
produtos alimenticios por apresentarem atividade antibacteriana e antifingica (GUO;
KANNAN, 2013; KARTHIKRAJ et al., 2018; LIAO; LIU; KANNAN, 2013; ZHU; WEI,
2019). As estagdes convencionais de tratamento de aguas residuais ndo sdo projetadas para
eliminar os parabenos. Portanto, o desenvolvimento de tecnologias inovadoras para a
eliminagdo desse tipo de composto ¢ fundamental (NAGHDI et al., 2018; ZHU; WEI, 2019).
O sistema utilizado envolveu a expressao de uma cutinase de F. solani pisi na superficie da
célula de S. cerevisiae EBY100. O sistema de display de superficie tem demonstrado potencial
para o desenvolvimento de biocatalisadores funcionais, estaveis, reutilizdveis e regeneraveis
para a degradagdo de contaminantes no tratamento de agua (CHEN et al., 2016). O
biocatalisador desenvolvido demonstrou efetivamente a remoc¢ao de parabenos mediada por
cutinase. Em uma solucao real de esgoto, a cutinase degradou propilparabeno, butilparabeno e
benzilparabeno, como um inico composto ou como uma mistura (ZHU; WEI, 2019).

Ainda considerando as preocupagdes ambientais emergentes, nos ultimos anos
investigacoes sobre a capacidade de degradacdo de plasticos por cutinases tém sido
extensamente exploradas na literatura (KAWAI; KAWABATA; ODA, 2020; LIU; ZHANG;
WU, 2022; TOURNIER et al., 2020; XI et al., 2021). No topico a seguir esse potencial de

aplicacdo serd abordado com maior profundidade.

2.4.1 Degradacio de plasticos

A dificuldade de decomposi¢do de polimeros sintéticos em ambientes naturais
incentivou o desenvolvimento de pesquisas em busca de solugdes capazes de minimizar o

acumulo de plasticos sintéticos no meio ambiente. Nesse sentido, a degradagdo enzimatica de
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polimeros ¢ uma alternativa promissora e tem recebido aten¢do especial nos ultimos anos
(GIGLI et al., 2019; HAERNVALL et al., 2018; KAWALI, 2021; SHI et al., 2020a).

Os processos enzimaticos sdo atraentes porque promovem a despolimerizacao dos
plasticos e permitem a recuperacao dos monomeros resultantes. Os mondmeros recuperados
podem ser reutilizados para sintetizar novos materiais, mantendo os residuos plasticos em um
ciclo fechado. Esta proposta estd alinhada com os principios da economia circular. Além disso,
diferentemente do processo tradicional de reciclagem termomecanica, a reciclagem de plasticos
pela rota enzimatica minimiza a perda de propriedades mecanicas do produto. Portanto, através
da via enzimatica ¢ possivel produzir plasticos reciclados de melhor qualidade em relacao ao
processo termomecanico tradicional (TOURNIER et al., 2020).

A hidrélise enzimadtica de varios tipos de poliésteres tem sido investigada na literatura.
No entanto, estudos recentes focam principalmente na degrada¢do do PET para gerenciamento
de residuos de plasticos (CHEN et al., 2022; EUGENIO et al., 2022; LU et al., 2022;
TOURNIER et al., 2020; ZENG et al., 2022). O PET ¢ um polimero produzido em grande
quantidade e quando utilizado em embalagens apresenta baixos indices de reciclagem.
Diferentes enzimas ja foram avaliadas quanto ao potencial de despolimerizacdo do PET, em
especial cutinases termofilicas (KAWAI 2021; KAWAI; KAWABATA; ODA, 2019, 2020).
Mas, apesar dos esforgos, os processos enzimaticos ainda s@o menos eficientes do que a
despolimerizagdo com catalisadores quimicos (CASTRO et al.,, 2019). Parametros de
degradagdo, como temperatura de reacdo, tamanho de particula, cristalinidade do polimero e
subprodutos de inibi¢do, podem interferir significativamente na atividade enzimatica
(NIKOLAIVITS et al., 2018). Nesse sentido, uma das principais limitagdes no uso de alguns
biocatalisadores € a temperatura necessaria para a hidrolise do polimero. Para facilitar o acesso
enzimatico nesse tipo de material, recomenda-se aumentar sua flexibilidade, o que ocorre com
o aumento da temperatura acima da temperatura de transi¢do vitrea do polimero (ODA et al.,
2018). A temperatura de transi¢do vitrea do PET em meio aquoso, por exemplo, ¢ de 75 — 80
°C (KAWAI et al., 2014; TOURNIER et al., 2020). Isso explica os esforgos direcionados para
a melhoria da termoestabilidade de cutinases e a frequente preferéncia por cutinases
termofilicas para esse fim (NIKOLAIVITS et al., 2018). No entanto, enzimas capazes de
hidrolisar PET em temperaturas moderadas também foram investigadas (ALTAMMAR et al.,
2022; CUI et al., 2019; JOO et al., 2018; LU et al., 2022). Uma vez que grandes quantidades
de plésticos sdo descartadas de forma inadequada em ambientes naturais, ¢ interessante

descobrir enzimas que possam ser aplicadas em solugdes para degradagao in situ do PET. Além
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disso, as reacdes de hidrolise em temperaturas moderadas podem reduzir os custos do processo
(LU et al., 2022; WORM et al., 2017).

Vérios microrganismos sao fontes de cutinases com potencial para degradacao de
polimeros, e caracteristicas particulares de cada enzima podem influenciar na eficiéncia do
processo de degradagdo. Além disso, a eficiéncia dos biocatalizadores também ¢ dependente do

tipo de poliéster utilizado (Tabela 4).
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Tabela 4: Cutinases com atividade hidrolitica em polimeros.

Degradacio de polimeros Referéncia
Enzima Mutagao? Organismo fonte
Informacdes de . Condicoes
~ Polimero ~
degradacao de reacao
Fontes bacterianas

Cutl (GenBank: < . Liberou 213 pg/mL de A 37 °C, (JABLOUNE
MK689853) Nao Streptomyces scabies 4 140 terefidlico (TA) ~ OramuWlOs PET 50 g 0s etal, 2020)
The Cut2 DM Thermobifida Liberou 900 uM acido . 37 °C, (RIBITSCH et
(PDB: 5LUK) T o RO LA o al., 2017)

D250C- Taxa de degradagdo de Filme de PET-
Cut190* variante E296C/Q138  Saccharomonospora 28,6 umol/cm? e GF amorfo 70 °C, (ODA et al.,

A/Q123H/ viridis AHK190 despolimerizagdo de (cristalinidade: 3 dias 2018)

N202H 33,6 %. 6,3%)

S214H/

Q119Y/

L117F/ : Filme de PET
DuraPETase (PDB: [I6SR/SISSQ . . . LﬁEﬁﬁ?ﬁf (’1}3 I(;;Mr:ga i Semicristalino  37°, (CUI et al.,
6KY5) /W159H/ ges v gao degl s, (cristalinidade: 10 dias 2021)

T140D/R280 P ¢ ° 30%)

A/A1801/

G165A

S214H/ .

Filme de

DuraPETase (PDB: QII9Y/ .. Liberou 5,7 uM de Polibutileno 37 °C, (CUlI etal,

L117F/ Ideonella sakaiensis ~ . 2021)
6KY5) produtos de degradagao  Tereftalato 10 dias

1168R/S188Q (PBT)

/W159H/
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DuraPETase (PDB:

6KYS5)

BhrPETase
(GenBank:
GBD22443)

IsPETase
(UniprotKB:
AOAOK8P6T7)

LCC (UniprotKB:

G9BY57)

DSI-Tfuc?2 !

TfCut2 variante >

ThermoPETase
(PDB: 61J6)

T140D/R280
A/A180V
G165A
S214H/
Q119Y/
L117F/
1168R/S188Q
/W159H/
T140D/R280
A/A180V
G165A

Nao

Nao

Nao

D204C/
E253C

S121P/
D174S/
D204pP
S121E/
D186H/
R280A

Ideonella sakaiensis

Cepa de bacteria
termofilica HR29

Ideonella sakaiensis

Metagenoma de
composto de folhas e
galhos

Thermobifida fusca

Thermobifida fusca
KW3

Ideonella sakaiensis

Liberou 48 uM de
produtos de degradagdo

Liberou 6,3 mM de
produtos de degradagdo

Liberou 2,1 mM de
produtos de degradacdo

Liberou 5,8 mM de
produtos de degradacdo

Despolimerizacao de
58%

Liberou 11 mM de
produtos de degradacdo e
degradou 21 %

Liberou 120,9 uM de
produtos de degradacdo

(cristalinidade:
34%)

Filme de
Polietileno
Naftalato (PEN)
(cristalinidade:
21%)

PET amorfo em
po
(cristalinidade:
11,2%)

PET amorfo em
po
(cristalinidade:
11,2%)

PET amorfo em
po
(cristalinidade:
11,2%)

Filme de PET
amorfo pré-
tratado

PET em po
(cristalinidade:
35,5%)

Filme de PET
(cristalinidade:
41,8%)

37 °C,
10 dias

70 °C,
20h

40 °C,
20h

70 °C,
20h

70°,
96 h

70 °C,
48 h

40 °C,
3 dias

(CUI et al.,
2021)

(XTI et al.,
2021)

(XTI et al.,
2021)

(XTI etal.,
2021)

(LIU;
ZHANG; WU,
2022)

(LTetal.,
2022a)

(SON et al.,
2019)
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FAST-PETase
(PDB: 7SH6)

Rcut (GenBank:
OL660765)

LC-cutinase (PDB:

AEBO)

LC-cutinase
variante (PDB:
6THT) ?

LC-cutinase
variante (PDB:
6THT) ?

T{Cut-4Mz

LCC-SGIK

BhrPETase-SGIK

PET2 7M (PDB:
7ECB)

N233K/
R224Q/
SI21E/
DI186H/
R280A

Nao

Nao

F2431/
Y127G/
D238C-
S283C
F2431/
Y127G/
D238C-
S283C

H184S/Q92G
/F2091/1213K

H218S/
Y127G/
F2431/
S247K
H184S/
F93G/F2091/
S213K
F105R/
E110K/R47C
/G89C/

Ideonella sakaiensis

Rhodococcus sp.

Metagenoma de
composto de folhas e
galhos

Metagenoma de
composto de folhas e
galhos

Metagenoma de
composto de folhas e
galhos

Thermobifida fusca

Metagenoma de
composto de folhas e
galhos

Cepa de bacteria
termofilica HR29

Metagenoma de reator
de degradacgao de
gelatina

Taxa de degradacao de
1,4 mM/h, e perda de
peso de 100 %

Taxa de degradacao de
76 mg/h/mg Rcut

52 % de
despolimerizagao do PET

90 % de
despolimerizagdo do PET

Perda de peso de 7 %

Despolimerizacdo de
68%

Taxa de degradacao de
26 %

Taxa de degradacao de
73%

Liberou 125 uM de
produtos de degradagdo

Embalagem de
plastico para
bolo
(cristalinidade:
2,1%)

Filme de PCL

Garrafa PET
pOs-consumo
pré-tratada

Garrafa PET
pOs-consumo
pré-tratada

Filme de PET
semi-cristalino
(cristalinidade:
37%)

Garrafas

comerciais pré-

tratadas

Garrafas

comerciais pré-

tratadas

Garrafas

comerciais pré-

tratadas

Filme de PET
amorfo

50 °C,
24 h

30 °C,
6h

72 °C,
24 h

72 °C,
10 h

70 °C,
8 dias

60 °C,
96 h

60 °C,
96 h

60 °C,
96 h

68 °C,
24 h

(LU etal.,
2022)

(WON; YIM;
KIM, 2022)

(TOURNIER
et al., 2020)

(TOURNIER
et al., 2020)

(OH et al.,
2022)

(CHEN et al.,
2022)

(CHEN et al.,
2022)

(CHEN et al.,
2022)

(NAKAMUR
Aetal., 2021)
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G180A/

S156P/T297P
Despolimerizacao de .
EDI A0 b i 5 EE; S S
PES-H1 variante 1  L92F/Q94Y  metagenoma de mM de produtos de A ) ’ °
~ (cristalinidade: ~ 24 h 2022)
composto degradacao (TPA e 33%)
MHET) °
L o oy
Biblioteca de Dqspohngenzagao de 7%, PET em p6 pré . (PFAFF et al.,
PES-HI variante 2 R204C/ metacenoma de e liberacdo de 12 mM de  tratado 72 °C, 2022)
S250C com gos to produtos de degradagdo (cristalinidade: 24 h
P (TPA e MHET) 33%)
LC-cutinase RIP  ASOR/V63L/ ng;;%esl:glg: g)elhas . Liberou 1070 uM de fciTs t;‘fgfg:gg 85 °C, (ZENG et al.,
(PDB: 7W44) N248P wellhs produtos de degradagdo 7,58%) 6 dias 2022)
LC-cutinase KIP AS9K/V63l/ Egiz;%z?grg: f(l eihas . Liberou 980 uM de fc]i;l; tzifgirg:g:- 85 °C, g%];gG etal,
(PDB: 7W45) N248P galhos produtos de degradagao 7.58%) 7 dias
LC-cutinase KRP  AS9K/V75R/ ggf;%%:?grgj t%elhas . Liberou 920 uM de fclfiTs tﬁfgg;‘gg 85 °C, E%ESG S
(PDB: 7WIN) N248P cellie produtos de degradagdo 7.58%) 7 dias
Ple629 variante D226A/S279  Consorcio microbiano Liberou 4,4 mM de Nanoparticulas 30 °C, (LT etal.,
A marinho produtos de degradacdo ~ de PET amorfo 24 h 2022b)
Fontes fingicas
Resina
Liberou 0,11 mg/mL de = composta 70 °C (SU et al
HiC variante L66A/1169A  Humicola insolens produtos de degradagdo =~ macroporosa de ’ ?
.. I Lo 8h 2020)
(acido acético) poli(vinil
acetato)
Liberou 2,88 pL/mL de Resina 70 °C, (SU et al.,
HiC variante L66A/1169A  Humicola insolens produtos de degradagao 2020)
composta h
(metanol e etanol) 8
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HiC 4

HiC ¢

HiC *

HiC ¢

HiC ¢

AnCUT3

AnCUT3
CUT FS

(UniprotKB:

P00590)
CUT FS

(UniprotKB:

P00590)

Nao

Nao

Nao

Humicola insolens

H. insolens

H. insolens

H. insolens

H. insolens

Aspergillus niger

Aspergillus niger

Fusarium solani pisi

Fusarium solani pisi

Liberou 105,62 mmol/L
de produtos de
degradacao (TPA)

Liberou 2593 uM de
produto de degradacao
(TPA)

Perda de peso de 65%

Perda de peso de 100% e
taxa de degradacao de
6,38 mg/h/cm?

Perda de peso de 100% e
taxa de degradacao de
1,96 mg/h/cm?

Perda de peso
indetectavel

Perda de peso de 8 mg

Liberou 1,96 g/L de
produtos de degradagdo
(TPA e MHET)

Perda de peso de 91 %

macroporosa de
poli(acrilato)
Flocos moidos
de PET pos-
consumo
(cristalinidade:
41,1%)

Fibras de PET
NML 10 mm
(cristalinidade:
35,4%)

Filme de PBS

Filme de PBSA

Filme de
PCL6800D
Pellet de PET

Pellet de PCL
pré-tratado

PET em po pré-
tratado

Filme de PCL
pré-tratado

70 °C,
96 h

70 °C,
14 dias

40 °C,
4h

40 °C,
2h

40 °C,
4,5h

25 °C,
7 dias
25 °C,
7 dias
28 °C,
240 h

28 °C,
144 h

(EUGENIO et
al., 2022)

(DE CASTRO
et al., 2022)

(ROSATO et
al., 2022)

(ROSATO et
al., 2022)

(ROSATO et
al., 2022)

(ALTAMMAR
et al., 2022)
(ALTAMMAR
et al., 2022)
(KOSIOROW
SKA et al.,
2022)
(KOSIOROW
SKA et al.,
2021)
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CUT TR
(GenBank:
ETS02914)
MRCUTI
(UniprotKB:
WG66 16246)
MRCUTI
(UniprotKB:
WG66 16246)
MRCUTI1
(UniprotKB:
WG66 16246)

Nao

Nao

Nao

Trichoderma reesei

Moniliophthora roreri

M. roreri

M. roreri

Perda de peso de 5 %

Perda de peso de 59 %

Perda de peso de 43 %

Perda de peso de 31 %

Filme de PCL
pré-tratado

Filme de PES

Filme de PCL

Garrafas
plasticas
comerciais

28 °C,
144 h

37 °C,
21 dias

37 °C,
21 dias

37 °C,
21 dias

(KOSIOROW
SKA et al.,
2021)
(VAZQUEZ-
ALCANTARA
et al., 2021)
(VAZQUEZ-
ALCANTARA
et al., 2021)
(VAZQUEZ-
ALCANTARA
etal., 2021)

Fonte: A autora.

Legenda: Todas as enzimas listadas s3o cutinases recombinantes. ! Tfuc2 é um mutante de Tfu 0883 (GenBank: YP 288944). 2 TfCut2 variante

(TfCut2 S121P/D174S/D204P) ¢ um mutante de TfCut2 (ENA: HG939556). 3 LC-cutinase variante ICCG-S165A. * Enzima comercial.
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Cutinases fungicas e bacterianas ja foram avaliadas quanto a capacidade de hidrolisar
diferentes poliésteres, como PET, Policaprolactona (PCL), Acido Poli-L-Latico (PLLA),
Polibutileno succinato (PBS), Polibutileno succinato adipato (PBSA) e Polietileno succinato
(PES). A maioria das publicagdes faz uma avaliagdo preliminar da degradagao de plasticos em
p6 ou filme, e poucos estudos avaliaram a degradagdo de plasticos pds-consumo. Alguns
estudos que avaliaram a hidrélise de PET pds-consumo ou filme de PET com cristalinidade
maior que 30% em temperaturas amenas (menos de 40 °C) utilizaram longos tempos de reagao
de hidrolise, chegando a 10 (CUI et al., 2021), 20 (JABLOUNE et al., 2020) ¢ 21 dias
(VAZQUEZ-ALCANTARA et al., 2021) de reacdo. No entanto, outras publicagdes recentes
mostraram resultados encorajadores para a hidrolise de plasticos pds-consumo.

A variante LC-cutinase alcancou um dos melhores resultados de degradag¢do para PET
pos-consumo (90%) usando PET pré-tratado (14,6% de porcentagem de cristalinidade) e 10 h
de reacdo em temperatura elevada (72 °© C) (TOURNIER et al., 2020). A enzima mutante ¢
derivada da LCC cutinase. O LCC foi isolado de um metagenoma composto de folhas e ramos
(SULAIMAN et al., 2012) e ¢ considerado um agrupamento misto de genes de cutinase de
actinomicetos. Alguns pesquisadores (KAWAIL; KAWABATA; ODA, 2019) consideram os
actinomicetos termofilicos as fontes microbianas mais promissoras para PET hidrolases. No
entanto, em outro estudo, a variante LC-cutinase foi usada na hidrolise de filme PET
semicristalino ndo tratado (cristalinidade: 37%) com uma temperatura de reacdo de 70 °C por
8 dias e resultou em uma perda de peso de PET de apenas 7 % (OH et al., 2022). Esses dados
podem indicar que o pré-tratamento do plastico ainda ¢ um fator decisivo para a hidrdlise
enzimatica de PET.

Outra enzima com excelentes resultados de hidrolise para embalagens plasticas pos-
consumo (cristalinidade: 2,1%) sem pré-tratamento foi a FAST-PETase, que atingiu 100% de
degradag¢do em 24 h (LU et al., 2022). Essa enzima resultou do redesenho da IsPETase, cujo
principal objetivo era hidrolisar o PET em temperaturas mais amenas. Para fins de comparagao,
os pesquisadores realizaram reacdes de hidrolise de PET com FAST-PETase e a variante LC-
cutinase, nas mesmas condigdes, exceto pela temperatura de reagdo. FAST-PETase mostrou
atividade ligeiramente maior a 50 °C e 24 h de reagdo, liberando 34 mM de mondmeros (TPA
e MHET). A variante LC-cutinase liberou 30 mM de produtos a 60 °C e 24 h de reacdo. No
entanto, ¢ essencial observar que a hidrolise do PET pode resultar em outros compostos além
do TPA e do MHET. Por exemplo, um subproduto comumente liberado durante a degradagao

do PET ¢ o bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) (TOURNIER et al., 2020), que os autores nao
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consideraram na comparacao entre FAST-PETase e LC-cutinase (LU et al., 2022). Além disso,
a LC-cutinase atingiu sua maior eficiéncia de hidrélise de PET a 72 °C (TOURNIER et al.,
2020), diferente da temperatura avaliada para comparagao com FAST-PETase (60 °C) (LU et
al., 2022).

As enzimas variantes BhrPETase-SGIK, TfCut-4Mz, LCC-SGIK (CHEN et al., 2022),
e PES-H1 variante 1 (PFAFF et al., 2022) também foram capazes de hidrolisar o PET pos-
consumo. BhrPETase-SGIK, TfCut-4Mz e LCC-SGIK foram avaliados durante 96 h, em
reacoes de hidrolise a 60 °C, quanto a sua capacidade de degradar garrafas plasticas comerciais
pré-tratadas e atingiram taxas de degradacdo de 73, 68 e 26%, respectivamente (CHEN et al.,
2022). Enquanto isso, PES-H1 variante 1 liberou 85 mM de produtos de degradacdo TPA e
MHET ap6s 24 h de reagao de hidrolise de po de PET pds-consumo pré-tratado (cristalinidade:
33%) a 72 °C (PFAFF et al., 2022).

A hidrolise do filme ou pellets de PCL também foi avaliada algumas vezes com e sem
pré-tratamento da amostra. Vdrias cutinases foram estudadas e resultaram em taxas de
degradacdo diferentes. A cutinase de H. insolens resultou em uma perda de peso de 100% dos
filmes de PCL sem pré-tratamento em apenas 4,5 h a 40 °C (ROSATO et al., 2022). A cutinase
de F. solani pisi também resultou em alta perda de peso (91%) do filme de PCL. No entanto, o
PCL foi pré-tratado, o tempo de reacao foi longo (6 dias) e a temperatura de reacao foi menor
(28 ° C) (KOSIOROWSKA et al., 2021). Uma perda de peso menor (43%) ocorreu para a
hidrélise do filme de PCL sem pré-tratamento com cutinase de M. roreri. Além disso, o tempo
de reagdo foi longo (21 dias) (VAZQUEZ-ALCANTARA et al., 2021) em comparagio com
cutinases de H. insolens e F. solani pisi. Duas outras cutinases também mostraram potencial
para hidrélise de PCL sob diferentes condigdes de reagdo, porém o percentual de perda de peso
do material ndo foi calculado (ALTAMMAR et al., 2022; WON; YIM; KIM, 2022).
Adicionalmente, algumas cutinases hidrolisaram parcial ou totalmente outros tipos de
polimeros sintéticos (CUI et al., 2021; RIBITSCH et al., 2017; ROSATO et al., 2022; SU et al.,
2020; VAZQUEZ-ALCANTARA et al., 2021).

Em geral, a maioria dos estudos de hidrdlise de polimeros se concentrou no uso de
cutinases selvagens e variantes obtidas a partir de fontes bacterianas. Portanto, apesar do
interesse em descobrir enzimas capazes de hidrolisar polimeros, a diversidade de cutinases
ainda precisa ser explorada. Analisando as entradas do banco de dados CAZy (LOMBARD et
al., 2014), um banco de dados focado em exibir e analisar informagdes gendmicas, estruturais

e bioquimicas sobre enzimas ativas de carboidratos (CAZymes), existem mais de 4.500 entradas
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para a familia de carboidratos-esterases 5 (CES). As cutinases pertencem a familia CES,
juntamente com as acetil xilana esterases. Das enzimas pertencentes a familia CES, apenas 18
foram caracterizados, sendo que 12 possuem estrutura descrita. Ressalta-se também que
algumas cutinases relatadas na literatura ndo pertencem a familia CES, como a LC-cutinase ¢ a
IsPETase. A vista disso, existe uma variedade de enzimas classificadas como cutinases que
permanecem inexploradas.

Além disso, apesar dos esfor¢os concentrados para projetar cutinases mais ativas e
termoestaveis, a hidrolise de plasticos com alta cristalinidade ainda ¢ um desafio que pode
exigir abordagens mais robustas. Nesse sentido, ¢ essencial continuar aprimorando os métodos
de previsao de mutagdes estabilizadoras de proteinas para melhorar a atividade enzimatica ¢ a
estabilidade térmica das cutinases. No topico a seguir, serdo relatadas algumas estratégias bem-
sucedidas aplicadas para projecdo de cutinases mutantes visando melhoria de atividade e

aumento de termoestabilidade.

2.4.2 Otimizagao de cutinases via engenharia de proteinas

As enzimas sdo biomoléculas sensiveis e em sua forma selvagem, geralmente
apresentam limitagdes que dificultam algumas aplicagdes praticas especificas. Diante desse
cenario, a engenharia de proteinas tem um papel fundamental a desempenhar no design de
sequéncias enzimaticas otimizadas (MUSIL et al., 2019). Esforgos para produzir cutinases mais
estaveis, especialmente, com atividade hidrolitica em plasticos tém se expandido nos ultimos
anos e varias otimizagdes baseadas em mutagdes Uinicas ou multiplas com efeitos estruturais ou

funcionais foram relatadas (Tabela 5).
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Tabela 5: Efeitos estruturais e funcionais de mutagdes em cutinases.

Efeitos funcionais das

Enzima inicial Enzima variante Mutacoes Efeitos estruturais das mutacoes ~ Referéncias
mutacoes
Thc Cut2 Thc Cut2 DM 1. R29N/ A30V. . A variante ndo apresentou diferencas Aumento na liberagdo de (RIBITSCH
(PDB: 5LUJ)  (PDB: 5SLUK) conformacionais significativas e produtos de degradacdo de etal.,2017)
mostrou diferencas na carga de PLLA de 350 uM para 900 pM.
superficie.
Cut190* (PDB: Cut190* variante 1. D250C/E296C. Substitui¢do do sitio de ligagcdo de Aumento na taxa de (ODA etal.,
5ZNO) 2. QI138A. Ca®" por uma ponte dissulfeto para  degradacdo de PET de 16 para 2018)
3. QI23H/N202H. aumentar a estabilidade térmica e 33%, e aumento no valor da
estrutural. temperatura de melting (Tm) de
. Aumento do espaco disponivel para 68,4 para 85,7 °C.
ligagdo com substrato visando
aumento de afinidade e atividade em
direcdo a substratos poliméricos.
. Modificag¢des de superficie para
aumentar a atividade e
termoestabilidade.
IsPETase DuraPETase 1. S214H/Q119Y/L117F. . Formagao de um dominio Aumento da taxa de degradacao (CUI et al.,
(UniprotKB: (PDB: 6KY5) 2. 1168R/S188Q. hidrofébico bem-organizado. de PET de 12 uM para 3,1 mM, 2021)
AOAOKS8P6T7) 3. WI159H/T140D. Melhorias no encaixe de PET no e aumento do valor de T de 46
4. R280A/A180L sitio catalitico. Aumento da para 77 °C.
5. GI165A. estabilidade da fenda de ligacdo ao

substrato.

. Inser¢do de novas interagdes de

pontes salinas.

. Insercdo de novas interagdes de

ligagdes de hidrogénio.

. Aumento das interagoes

hidrofobicas e atividade enzimatica.
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PE-H (PDB:

6SBN)

TfCut2 (ENA:

HG939556)

IsPETase
(UniprotKB:

AOAOK8P6T7)

IsPETase
(UniprotKB:

AOAOKSP6T7)

LC-cutinase

(PDB: 4EB0)
TfCut (PDB:
5ZOA)

PE-H/Y250S
(PDB: 6SCD)

T{Cut2 variante

FAST-PETase
(PDB: 7SH6)

ThermoPETase

(PDB: 61J6)

LC-cutinase

variant
6THT)

TfCut-4Mz

(PDB:

=

[a—y

2. D238C/S283C

. Y2508S.

S121P/D174S/D204P

N233K
R224Q

S121E/D186H

R280A.

1. S121E/D186H

2. R280A

F2431/Y127G

. H184S/Q92G/F2091/121

3K

5. Estabilizagdo da hélice a4.
. Aumento da abertura e da

profundidade da fenda do sitio
catalitico.

Redugdo do numero de ligacdes de
hidrogénio com o ambiente
externo, aumento da
hidrofobicidade e aumento da
estabilidade da proteina.

Formacao de pontes Salinas
intramoleculares.

Formacao de pontes de hidrogénio.
Permite uma nova rede de ligagdo
de hidrogénio mediada por agua.

. Melhoria das interacdes

hidrofébicas e a atividade
enzimatica.

. Formacgao de ligagdes de hidrogénio

entre os residuos Glul21 ¢ Asnl72,
contribuindo para e estabilidade
térmica.

. Aumento das interagdes

hidrofébicas, contribuindo para
atividade enzimatica.

. Modificagao da regido de superficie

de contato com o substrato.

. Inser¢do de uma ligacdo dissulfeto.

. Modificagao da fenda de ligag¢do ao

substrato PET para eliminar o

Aumento na liberacdo de
produtos de degradagdo de PET
de 4,2 mg/L para 5,4 mg/L.

Aumento da taxa de degradagao
de PET de 0,45 to 20,89%, e
aumento do valor de T, de 71,4
para 80,7 °C).

Aumento da liberacdo de
produtos de degradagdo de PET
de <1 para 30 uM, e aumento do
valor de Tm de 48,8 para 67,1
°C.

Aumento do valor de Trnde 48,8
para 57,61 °C, e aumento da
liberagio de produtos de
degradacdo de PET de 8,7 para
120,9 uM.

Aumento da taxa de degradacao
de PET de 52 para 85%, e
aumento no valor de Tr, de 84,7
para 94 °C).

Aumento da taxa de degradagao
de PET de 2,5 para 90%.

(BOLLING
ER et al.,
2020)

(LT et al.,
2022a)

(LU et al,
2022)

(SON et al.,
2019)

(TOURNIE
R et al,
2020)

(CHEN et
al., 2022)
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PET2
(UniprotKB:
C3RYLO)

PES-H1 (PDB:

7CUV)

PES-HI1 (PDB:

7CUV)

LC-cutinase

variant (PDB:

6THT)

LC-cutinase

variant (PDB:

6THT)

PET2 7M (PDB:
7ECB)

PES-H1 variante
1
PES-H1 wvariante
2

LC-cutinase KIP

LC-cutinase RIP

1. F105R/E110K
2. R47C/G89C
3. GI80A

4. S156P/T297P
1. L92F/Q94Y
1. R204C/S250C
1. A59K

2. V63l

3. N248P

1. AS9R

2. V63l

3. N248P

(O8]

impedimento estérico e aumentar o
espago para ligacao do substrato.
Inser¢do de aminoacidos de carga
positive para modifica¢ao da carga
de superficie.

Inser¢ao de uma ponte dissulfeto.
Aumento da estabilidade da a-
hélice e melhoria da estrutura
secundaria.

Reducdo da flexibilidade da regido
de loop.

. Modificagdo da fenda de ligacao ao

substrato PET.

. Inser¢do de uma ponte dissulfeto.

. Estabilizagdo da estrutura local por

empacotamento.

Pode fortalecer as interagoes
hidrofobicas locais.

Estabiliza P248 situado no loop
8—a6 e promove interacdes
adicionais entre o loop e a hélice
al.

Estabilizacdo da estrutura local por
empacotamento e formacao de
ligagao de hidrogénio.

Aumento do valor de T, de 69
para 75,7 °C, e aumento da
liberagdo de produtos de
degradacao de PET de 2,4 para
7,8 uM.

Aumento da taxa de degradagao
de PET de 27 para 62,4%, e
aumento do valor de Tr, de 84,9
para 86,7 °C.

Aumento do valor de T de 84,9
para 91,3 °C e aumento da taxa
de degradagcdo de PET de 27
para 35%.

Aumento da liberacdo de
produtos de degradacao de PET
de 600 para 980 pM, e aumento
do valor de Tm de 95,2 para
98,9°C.

Aumento da liberacdo de
produtos de degradacao de PET
de 600 para 1070 pM, e

(NAKAMU
RA et al,
2021)

(PFAFF et
al., 2022)

(PFAFF et
al., 2022)

(ZENG et
al., 2022)

(ZENG et
al., 2022)
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LC-cutinase

variant
6THT)

P1e629
7VPA)

HiC
40YY)

LC-cutinase KRP
(PDB:

(PDB: Ple629 variante

(PDB: HiC variante

1. A5S9K

2. V75R

3. N248P

1. D226A/S279A
1. L66A/T169A

. Pode fortalecer as interagdes

hidrofébicas locais.

. Estabiliza P248 situado no loop

B8—a6 e promove interagdes
adicionais entre o loop ¢ a hélice
al.

. Estabilizagdo da estrutura local por

empacotamento.

. Formagao de duas ligagdes de

hidrogénio adicionais.

. Estabiliza P248 situado no loop

8—a6 e promove interagdes
adicionais entre o loop ¢ a hélice
al.

. Modificagdo da fenda de ligagdo ao

substrato para aumentar o espago
para ligacdao do PET.

. Modificagdo da fenda de ligacdo ao

substrato para eliminar o
impedimento estérico e aumentar o
espago para ligagdo com o
substrato.

aumento do valor de T, de 95,2
para 98 °C.

Aumento da liberacdo de
produtos de degradacao de PET
de 600 para 920 uM, e aumento
do valor de T, de 95,2 para 98,6
°C.

Aumento da liberacdo de
produtos de degradagdo de PET
de 0,7 para 4,4 mM, e aumento
dos valores de Tm de 42,9 para
46,9°C.

Aumento da
produtos de degradacdo de
resinas compostas
macroporosas de poli(acetate de
vinila) de 0,083 mg/mL para
0,11 mg/mL, e aumento da
liberagio de produtos de
degradagdo de resinas
compostas macroporosas de
poliacrilatos de 1,1 mg/mL para
2,88 mg/mL.

liberagao de

(ZENG et
al., 2022)
(LT et al,
2022b)
(SU et al.,
2020)
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Tfu 0883 Tfu 0883 variante 1. L90A 1. Aumento da acessibilidade da Aumento da habilidade relativa (DONG et
(NCBI: enzima para substrates de cadeia de hidrdlise de cutina de 100 al., 2020)
YP 288944) longa e flexibilizag¢do do para 540%.

movimento de regides de loop ao

redor do substrato.

Fonte: A autora.
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As melhorias de eficiéncia mais cruciais neste grupo de enzimas estdo relacionadas ao
aumento da termoestabilidade e atividade enzimatica. Para este fim, diferentes modificag¢des
foram sugeridas, incluindo o redesenho da fenda de ligagdo ao substrato (TOURNIER et al.,
2020), a estabilizagdo das voltas B e a-hélices aumentando a frequéncia da prolina ou
aumentando o numero total de residuos hidrofobicos (ZENG et al., 2022), adicdo de pontes
dissulfeto (PFAFF et al., 2022), ligacdes de hidrogénio adicionais (LU et al., 2022), inser¢ao
de pontes salinas (CUI et al., 2021), estabilizacdo da a-hélice pela substituicao de glicina por
alanina (NAKAMURA et al., 2021), e modificagdes de carga superficial (RIBITSCH et al.,
2017).

A arquitetura da fenda de ligagdo ao substrato ¢ uma caracteristica bem explorada em
cutinases. Varios estudos se concentraram na estrutura dessa fenda de ligacdo e identificaram
mutacoes que facilitam a interag@o entre o substrato e a enzima (LI et al., 2022b; PFAFF et al.,
2022; SU et al., 2020; TOURNIER et al., 2020; ZHANG et al., 2022). O desenho da variante
HiC (SU et al., 2020) ocorreu a partir de comparagdes estruturais com uma cutinase de 7. fusca.
O sitio catalitico da cutinase HiC tem uma estrutura semelhante a um “gatekeeper” acima da
regido ativa. A substituicdo de L66 e V169 por alanina via mutagénese direcionada ao local
resultou em uma lacuna mais ampla entre os residuos 66 ¢ 169 nos mutantes (L66A, 1169A ¢
L66A/I169A) em comparagdo com o tipo selvagem. Essas mutagdes impactaram positivamente
a atividade catalitica da enzima.

Analises estruturais também apoiaram o redesenho da cutinase variante Tfu 0883
(DONG et al., 2020). Por meio dessas analises, os pesquisadores identificaram residuos
volumosos proximos a triade catalitica e ao local de ligagdo do substrato para substitui¢do por
alanina por mutagénese direcionada ao local. O objetivo era melhorar a ligag@o a substratos de
poliéster natural e a atividade hidrolitica da cutinase. A mutagdo L90A aumentou a
acessibilidade da enzima a substratos de cadeia longa e variante mostrou atividades mais altas
em poliéster natural. Usando um protocolo de simulagdo MD, os autores concluiram por meio
de calculos de energia livre que a variante L90A era mais favoravel do que o tipo selvagem no
reconhecimento de substrato. Para construir outra variante, P1e629 (LI et al., 2022b), os autores
se basearam principalmente na estrutura de DuraPETase e IsPETase (CUI et al., 2019). Em
seguida, eles construiram as enzimas mutantes por mutagénese dirigida ao local e avaliaram a
atividade no PET ¢ a estabilidade térmica. As substituicoes D226A/S279A resultaram nas
melhorias mais notaveis. Segundo os autores, a troca de residuos mais volumosos por outros
menos volumosos reduziu consideravelmente o impedimento estérico para interagdo com

substratos de poliéster, resultando em maior eficiéncia de degradacao do PET.
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Na variante da LC-cutinase, o objetivo das mutagdes era melhorar o encaixe do substrato
PET. Para tanto, os pesquisadores selecionaram os aminoacidos da primeira camada de contato
do sitio ativo para mutagénese de saturacdo sitio-especifica. Em seguida identificaram
mutacdes de ponto Unico capazes de aumentar a atividade enzimatica da cutinase.
Posteriormente, realizaram a analises de superficie de contato da enzima e do dindmica
molecular. Esta estratégia permitiu melhorar a atividade de hidrolise com a mutagdo F2431 e
aumentar o valor de Ty sem interferir na atividade enzimdtica com a mutacdo Y 127G
(TOURNIER et al., 2020). Para a variante Cut190* (ODA et al., 2018), as simulagdes de
dinamica molecular com o substrato PET indicaram que a mutagao Q138A aumentou a area de
superficie para ligacdo ao PET e diminuiu a energia de ligagdo. Para confirmar o efeito, apos a
inser¢ao da mutacdo unica por mutagénese sitio-dirigida, os autores realizaram uma avaliagao
funcional da enzima mutante Q138A, indicando aumento da capacidade de degradacao do PET.
Para a proje¢do de TfCut-4MzA aplicou-se uma estratégia semelhante (CHEN et al., 2022). A
partir de simulagdes de dindmica molecular, os locais de subligagdo do PET foram identificados
e classificados. Em seguida, os pesquisadores remodelaram os locais vitais inserindo
aminoacidos neutros de cadeia lateral curta para eliminar o impedimento estérico ou
substituindo aminodcidos positivos rigidos de alto impedimento estérico por aminodcidos
positivos de cadeia lateral curta. Finalmente, a combinagdo das melhores mutagdes de ponto
unico resultou em uma variante mais eficiente. As mutagdes H184S/Q92G/F2091/1213K
combinadas ao longo da via direcional causaram um encurtamento da distdncia para um ataque
nucleofilico, levando a uma melhor eficiéncia de degradagao do PET.

Para a enzima PE-H (BOLLINGER et al., 2020), os autores focaram na abertura e
profundidade do sitio catalitico e algumas outras regides essenciais em cutinases que hidrolisam
plasticos. A partir disso, eles fizeram varias mutagdes de ponto unico, e apenas o Y250S
aumentou a capacidade de degradacdo do PET de PE-H; no entanto, diminuiu o valor de Tn,.
Andlises estruturais da variante mostraram que a mutagdo Y250S causou um rearranjo da alga
que conecta a folha B3 e a hélice a2 e criou mais espaco no sitio catalitico da enzima, o que
pode explicar o aumento da atividade em relagdo ao PET. Por outro lado, a variante
DuraPETase (CUI et al., 2021) foi projetada usando uma estratégia computacional chamada
estratégia acumulada gulosa para engenharia de proteinas (GRAPE). Os pesquisadores
procuraram por mutagdes de ponto Unico potencialmente estabilizadoras ao longo de toda a
sequéncia da proteina na primeira etapa da proje¢do. Eles identificaram mutagdes de ponto
unico e as construiram comercialmente. Em seguida, avaliaram as variantes em busca de

aumento da Tm e manutencao da atividade catalitica. Posteriormente, as muta¢des foram
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classificadas em grupos e acumuladas para a melhor combinacdo de estabilidade térmica e
capacidade de degradacdao do PET. As substituigdes S214H, L117F e Q119Y forneceram um
ajuste fino na abertura do sitio ativo adequado para a cadeia PET. L117F e Q119Y, localizados
proximos ao sitio ativo, promoveram maior estabilidade da fenda de ligagao, enquanto S214H
preveniu a oscilagcao de W185. Simulacdes da estrutura cristalina e MD sugeriram um dominio
hidrofébico bem-organizado adequado para ligacdo de PET e um arranjo de "ajuste induzido"
da lacuna do sitio ativo. As substituicdes L117F/Q119Y da DuraPETase forneceram a base para
as mutacdes L92F e Q94Y de PES-H1 (PFAFF et al., 2022), que aumentaram a atividade
enzimatica da variante projetada. Segundo os autores, esse efeito decorre da natureza
hidrofébica das mutacdes que aumentam as interagdes ndo covalentes com o substrato e
melhoram o empacotamento hidrofobico geral e a estabilidade da enzima, como ocorreu com a
DuraPETase. O efeito estabilizador das substituicdes hidrofobicas esta relacionado a ligagdo
mais eficiente da enzima a substratos de natureza hidrofobica, facilitando a adsorgao efetiva
das enzimas a superficie do polimero para a reacdo hidrolitica (WEI; ZIMMERMANN, 2017;
ZIMMERMANN; BILLIG, 2011).

Outros estudos também focaram na inser¢ao de residuos hidrofobicos para estabilizacao
de proteinas, focando em regides especificas de B-turns e a-hélices. Essas substituicdes visam
aumentar a frequéncia de ocorréncia de prolina em voltas  ou aumentar o nimero total de
residuos hidrofobicos para aumentar a termoestabilidade da proteina. Este efeito ¢
particularmente verdadeiro para dois locais especificos: as segundas posicdes nas voltas 3 e as
posi¢des N1 nas hélices a. Esses locais sdo considerados os mais criticos para a
termoestabilizagdo de proteinas. No entanto, as substitui¢des de prolina dependem dos pré-
requisitos estruturais da proteina (WATANABE; SUZUKI, 1998). Mutacdes deste tipo foram
introduzidas em PET2 7M (NAKAMURA et al., 2021) e nas LC-cutinases KIP, RIP ¢ KRP
(ZENG et al., 2022). Para a insercdo das mutacdes S156P/T297P em PET2 7M, os autores
utilizaram a estrutura obtida através da modelagem por homologia e identificaram residuos de
aminoacidos que se ajustam ao angulo diedro da prolina para introduzir as mutagdes. As
analises funcionais dessas inser¢cdes indicaram um aumento no valor de Tm, enquanto a
atividade de hidrolise do PET foi apenas levemente afetada em comparag¢do com a enzima do
tipo selvagem. Por outro lado, a mutagdo unica N248P, projetada para estabilizar uma regiao
de loop introduzindo interagdes de prolina nas LC-cutinases KIP, RIP ¢ KRP, aumentou a
capacidade de hidrélise de PET dessas variantes em altas temperaturas (90 °C) em comparagao

com a enzima parental.
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Inser¢des de pontes dissulfeto foram aplicadas em quatro cutinases mutantes: variante
Cutl90* (ODA et al., 2018), variante LC-cutinase (TOURNIER et al., 2020), PET2 7M
(NAKAMURA et al., 2021), e variante 2 de PES-H1 (PFAFF et al., 2022). O objetivo geral
dessa estratégia também ¢ aumentar a estabilidade térmica das enzimas, algo bem descrito na
literatura (YAMAGUCHI et al., 1996; ZABETAKIS et al., 2014). Portanto, PET2 7M foi
construido, incluindo o par de mutagdo R47C e G89C, responsavel por um aumento de 3 °C na
Tm. Além disso, a adi¢do de ions em reagdes enzimaticas pode contribuir para aumentar a
termoestabilidade de algumas enzimas (TOURNIER et al., 2020), e a substituicdo dos sitios de
ligagdo desses ions por pontes dissulfeto pode resultar no mesmo efeito (THEN et al., 2016).
Com base nisso, as ligacdes dissulfeto substituiram os sitios de ligacdo de metal para as
variantes Cut190* (ODA et al., 2018), LC-cutinase (TOURNIER et al., 2020) e variante 2 de
PES-HI. Para Cut190*, o par de mutacao D250C/E296C mostrou um aumento no valor de T,
de 23,1 °C no estado livre de ions de célcio, sugerindo que a ponte dissulfeto projetada contribui
para a estabilizagdo térmica. Por outro lado, os pares de mutagdes R204C/S250C na PES-H1
variante 2 e D238C/S283C na variante LC-cutinase resultaram em contribuigdes menores para
a termoestabilidade, aumentando Tm em 6,4 ¢ 9,8 °C, respectivamente.

A adicdo de ligacdes de hidrogénio estd associada a uma melhor estabilidade térmica e
estrutural, e as intera¢des entre diferentes mutagdes podem maximizar esses efeitos positivos.
Em DuraPETase (CUI et al., 2021), obtida através da estratégia GRAPE, uma analise estrutural
sugeriu duas mutacdes relacionadas a formagao de pontes de hidrogénio: W159H e T140D. De
acordo com os autores, a mutagdo W159H formou novas interagdes de ligacdo de hidrogénio
com o atomo de oxigénio da espinha dorsal de H237, por andlise da estrutura cristalina. Por
outro lado, em analises de simulacdo, W159H formou uma nova liga¢do de hidrogénio com
S160 que aparentemente pode reconstruir o sitio ativo de DuraPETase. A estrutura cristalina da
enzima mutante também sugere que T140D resultou em uma nova ligagdo de hidrogénio com
o grupo hidroxila de S142. Outra enzima mutante, FAST-PETase (LU et al., 2022), foi
projetada usando um algoritmo de aprendizado de maquina baseado em estrutura. O algoritmo
fez previsdes de mutagdes potencialmente estabilizadoras ao longo de toda a sequéncia da
proteina. Os autores realizaram uma varredura abrangente de mutagénese in silico,
classificaram as previsoes por probabilidades previstas (mudanga de ajuste) e geraram mutagdes
unicas e combinadas usando uma estratégia de combinagdo passo a passo. Posteriormente, as
variantes foram obtidas por mutagénese sitio-dirigida e caracterizadas. Aqueles que
apresentaram melhor atividade catalitica em direcdo ao plastico e melhores valores de T foram

usados para construir novas combinagdes. A melhor combinagdo obtida inclui as mutacdes
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R224Q/S121E/D186H, que adicionam novas ligacdes de hidrogénio. Quando mutado para
glutamina, a cadeia lateral de R224 forma uma liga¢ao de hidrogénio com o grupo carbonila de
S192, e a mutagdo S121E permite uma nova rede de ligagdes de hidrogénio mediadas por agua
com HI86 e N172. As mutacdes S121E e R224Q, em cenarios isolados ¢ combinados,
aumentaram a temperatura de fusao e a capacidade de hidrolisar o PET nas enzimas mutantes.

Por outro lado, a construgdo das variantes LC-cutinase KRP e LC-cutinase RIP teve
como objetivo aumentar a termoestabilidade da LC-cutinase. Uma das estratégias utilizadas foi
aumentar as interagoes hidrofobicas internas. Nesse sentido, as mutagdes V75R e AS9R
formaram novas pontes de hidrogénio, e a avaliacdo funcional das mutagdes individuais indicou
que essas substituicdes aumentaram a termoestabilidade da LC-cutinase e facilitaram a hidrélise
do PET a 90 °C. Além de adicionar uma nova ponte de hidrogénio, a mutagdo AS9R, localizada
na cadeia  mais externa da enzima, estabiliza a estrutura local empacotando-se contra o Y78
adjacente da LC-cutinase RIP. O mesmo efeito de estabilizacdo da estrutura local ocorreu para
a muta¢ao A59K nas LC-cutinases KRP ¢ KIP.

As mutantes DuraPETase(CUI et al., 2019) e FAST-PETase (LU et al., 2022) também
mostraram novas interacdes de pontes salinas. Em DuraPETase, a mutacao [168R estabeleceu
uma outra intera¢ao de ponte salina entre os residuos I1168R e D186. As simulagdes de estrutura
cristalina e dinAmica molecular sugerem que o [168R sozinho pode conferir maior estabilidade
a enzima variante. Na FAST-PETase, a mutagdo N233K introduziu uma lisina carregada
positivamente adjacente a E204, formando uma ponte salina intramolecular. Além disso, a
mutacdo N233K aumentou significativamente a termoestabilidade e a atividade da enzima
variante. Para avaliar a portabilidade do N233K, os pesquisadores introduziram essa mutagao
de lisina correspondente em outras cutinases (LC-cutinase e Cutl90) (LU et al., 2022) e
observaram um aumento substancial na termoestabilidade e na atividade hidrolitica do PET nas
variantes resultantes.

A estratégia de estabilizar a-hélices pela substituicdo de glicina por alanina foi
empregada em DuraPETase (CUI et al., 2019) e PET2 7M (NAKAMURA et al., 2021). A
presenca de residuos de glicina em estruturas o-helicoidais geralmente estd associada a
instabilidade. Em contraste, a presenca de alanina ¢ considerada mais estavel devido ao seu
efeito hidrofobico e entropia de dobramento (LOPEZ-LLANO et al., 2006). A enzima PET2
(NAKAMURA et al., 2021) contém uma a-hélice com residuos de glicina préximos ao residuo
de serina da triade catalitica. Consequentemente, os autores substituiram G177 até G180 por
alanina, uma de cada vez. A mutagao G180A foi uma das mais eficazes, melhorando a estrutura

secundaria da enzima variante ¢ aumentando significativamente sua temperatura de fusdo e
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atividade enzimatica em PET. A DuraPETase (CUI et al., 2019) apresentou resultados similares
com a mutacdo G165A, que aumentou tanto a atividade de degradacdo do PET quanto a
estabilidade térmica da enzima devido a estabilizagdo da hélice a4 e a consequente estabilizacao
da triade catalitica.

Finalmente, a estratégia de modificagdo de carga superficial foi usada para projetar
The Cut2 DM (RIBITSCH et al., 2017) e PET2 7TM (NAKAMURA et al., 2021). As mutacdes
N29R/V30A projetadas nas regides de superficie de Thc Cut2 DM influenciaram
significativamente a hidrélise de PET (HERRERO ACERO et al., 2011) e PLLA (RIBITSCH
et al., 2017). As estruturas das enzimas mutantes e do tipo selvagem foram resolvidas e
analisadas. No entanto, os autores ndo observaram mudangas estruturais significativas entre as
enzimas. Para explicar o aumento da atividade da enzima variante em relagdo ao PLLA, os
autores usaram estudos de dispersdo de raios X de pequeno angulo (SAXS) e descobriram que
a variante Thc_Cut2 DM parece mais compacta e exibe mudangas na interface proteina-agua.
J& as mutagdes FI05R/E110K em PET2 7M (NAKAMURA et al., 2021) foram baseadas em
residuos de aminodacidos caracteristicos da IsPETase, para aumentar a atividade enzimatica e a
estabilidade térmica. Quando avaliadas individualmente, ambas as mutagdes aumentaram a T,
e a atividade enzimatica. As cargas de superficie das enzimas selvagens e mutantes foram
calculadas pelo software Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) e comparadas. A enzima
PET2 de tipo selvagem mostrou cargas neutras a negativas em torno de F105 e E110. Por outro
lado, em PET2 7M, a drea com cargas positivas foi mais proeminente do que a enzima selvagem
e semelhante as cargas positivas na superficie da IsPETase.

De modo geral, as variantes de cutinases com melhorias notaveis envolvem o uso de
estratégias combinadas para melhoria da atividade e termoestabilidade. A variante LC-cutinase
(TOURNIER et al., 2020), por exemplo, exibiu melhorias significativas na atividade de
hidrolise de PET (aumento na taxa de degradacao de 52 para 85%) e nos valores de Tr, (aumento
de 9,3 °C). Para isso, duas estratégias distintas de modificacao foram combinadas: remodelagao
do sitio catalitico (Figura 6) e substitui¢do de sitios de ligagdo de metais divalentes por pontes
dissulfeto. Uma combinagdo de estratégias semelhantes resultou em uma taxa aumentada de
degradacdo de PET (de 16 para 33%) e valores de Tm (aumento de 17,3 °C) para a variante
Cut190*(ODA et al., 2018).

Figura 6: Estrutura tridimensional da LC-cutinase do tipo selvagem (magenta) (PDB: 4EBO) e
LC-cutinase variante (rosa claro) (PDB: 6THT). (A) A estrutura ¢ representada em forma de

desenho com destaque para os aminoacidos da triade catalitica (amarelo) e aminoacidos
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mutantes (verde). (B) Representagdo da superficie de contato da enzima com o solvente,

destacando os aminoacidos da triade catalitica (amarelo) e aminoacidos mutados (verde).

Fonte: Figura gerada pela autora, com base na estrutura cristalina resolvida e depositada no

banco de dados PDB.

Apesar dos excelentes resultados da estratégia colaborativa, algumas projecdes focadas
em uma unica estratégia também alcangaram resultados animadores. O ajuste da fenda de
ligacdo ao substrato, por exemplo, parece ser uma modificagdo significativa e
consideravelmente eficiente para algumas cutinases como PES-H1 variante 1 (PFAFF et al.,
2022) que aumentou a taxa de degradacdo do PET de 27 para 62,4% apds mutagdes para
remodelar a abertura do sitio catalitico e a cutinase TfCut-4Mz (CHEN et al., 2022) que
aumentou a taxa de degradacdo do PET de 2,5 para 90%. Além disso, duas outras cutinases
(LCC, GenBank AEV21261.1 e BhrPETase, GenBank AO0A2H5Z9RS5) projetadas com
mutacoes correspondentes as mutacdes TTCut-4Mz aumentaram as taxas de degradacao de PET
em 26% (LCC-SGIK) e 73% (BhrPETase-SGIK) (CHEN et al., 2022).

Outro aspecto relevante na proje¢do das cutinases sdo os dois grandes grupos de

abordagens aplicadas na identificagdo de mutagdes potencialmente positivas. A maioria dos
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estudos revisados usou uma abordagem racional para obter variantes mais eficientes
(BOLLINGER et al., 2020; ODA et al., 2018; TOURNIER et al., 2020). Estratégias racionais
sdo baseadas em mutac¢des pontuais especificas, ou seja, conhecimento prévio ou previsao da
relagdo entre os aminoacidos mutados e a funcionalidade a ser otimizada (MARTINEZ;
SCHWANEBERG, 2013). Além do conhecimento da estrutura terciaria da enzima,
bioinformatica, modelagem molecular e técnicas de quimica computacional sdo necessarias
para prever a relacao estrutura-funcao de proteinas otimizadas por meio desse tipo de estratégia
(KUMAR; SINGH, 2013).

Alguns estudos recentes aplicaram métodos computacionais mais robustos para
redesenhar cutinases com fluxos de trabalho complexos que prometem melhorar a qualidade
das previsoes de estabilidade de proteinas (CUI et al., 2021; LI et al., 2022a; LU et al., 2022).
A variante TfCut2, por exemplo, foi obtida combinando os métodos modelagem Dindmica
Molecular (MD) e Machine Learning (ML). As caracteristicas estruturais foram obtidas pelo
método MD e usadas como entrada para o método ML (LI et al., 2022a). Para a projecao da
FAST-PETase, os autores usaram uma rede neural convolucional auto-supervisionada (CNN)
tridimensional (3D), e as previsdes foram feitas com base em estruturas cristalinas resolvidas.
Além das mutagdes previstas pelo aprendizado de maquina, duas outras mutagdes, também
presentes em outros mutantes de [sPETase, foram inseridas na FAST-PETase (LU et al., 2022).
Outra variante de IsPETase, DuraPETase, foi obtida pela combinacio de métodos
computacionais. As mutagdes foram previstas com base na fungao estatistica de energia, fungao
de energia baseada em campo de for¢a e um método baseado em filogenia (CUI et al., 2019).

Ambas as abordagens de proje¢ao de mutagdes apresentam vantagens e desvantagens.
As abordagens racionais para redesenho de proteinas podem limitar a exploragdo dos efeitos de
multiplas mutacdes. Projetar enzimas mais eficientes pode exigir variacdes complexas de
sequéncia. E quanto maior o nimero de mutag¢des ou intervengdes, maior a possibilidade de
efeitos ndo intencionais, como dobramento incorreto de proteinas. Com avangos em métodos
computacionais baseados em calculos de energia, aprendizado de maquina e andlise
filogenética, ¢ possivel fornecer maneiras de evitar isso (BOMMARIUS; BLUM;
ABRAHAMSON, 2011; KUMAR; SINGH, 2013; MARTINEZ; SCHWANEBERG, 2013).
No entanto, apesar dos avancos, os métodos computacionais ainda apresentam limitagoes.
Algumas técnicas envolvem altos custos computacionais. Além disso, as previsdes podem ser
limitadas devido a quantidade e qualidade dos dados experimentais disponiveis (CUI et al.,

2021; MUSIL et al., 2019).
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Por fim, outro aspecto critico observado ¢ que os estudos mais recentes de engenharia
de cutinases focam em enzimas derivadas de organismos procaridticos. A LC-cutinase ¢ uma
das enzimas mais exploradas, juntamente com a [sPETase. No entanto, existe uma diversidade
de microrganismos produtores de cutinases. Organismos eucaridticos, como fungos
fitopatogénicos, podem conter varios genes de cutinase no genoma que codificam proteinas
com ampla funcionalidade e baixa similaridade de sequéncia. Portanto, varias enzimas podem
ser exploradas para projetar sequéncias otimizadas para aplicagdes biotecnoldgicas especificas
(ARYA; COHEN, 2022; NOVY etal., 2021). A exploracao dessa diversidade de cutinases pode
contribuir para o aumento de dados experimentais robustos e, juntamente com a evolugao dos
métodos computacionais, levar ao desenvolvimento de enzimas altamente ativas e estaveis. Este
cenario facilitara o redesenho de cutinases para aplicagdes especificas, reduzindo o esfor¢o

experimental e permitindo o uso eficiente de métodos com custos computacionais razoaveis.

2.5 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Com base na revisao de literatura apresentada neste capitulo, a produgdo de cutinases
de F. verticillioides ¢ pouco explorada na literatura. As cutinases sdo uma classe de enzimas
com ampla gama de aplicagdes, recentemente o interesse em aplicd-las na hidrdlise de
polimeros tem ganhado destaque. No entanto, explorar o potencial dessas enzimas exige o uso
de estratégias de producdo que proporcionem um aumento de rendimento. Além disso, ¢
necessario explorar caracteristicas funcionais e estruturais dessas enzimas para inferir suas
possiveis aplicagcdes com maior precisdao. Muitas cutinases podem apresentar dificuldades para
hidrolisar alguns tipos de compostos, especialmente plasticos. Nesse sentido, analises de
estrutura in silico da enzima combinadas com anélises funcionais podem fornecer um panorama
geral sobre as enzimas e nortear as propostas de aplicacdo. Sendo assim, o presente trabalho

contribui para a ampliacdo do conhecimento sobre cutinases de F. verticillioides.

3 MATERIAL E METODOS

r

Este topico € composto por duas etapas experimentais (Figura 7). A primeira fase
envolve a producdo de cutinase por F. verticillioides selvagem. Em seguida apresenta-se a

metodologia aplicada na producdo das cutinases recombinantes.
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Figura 7: Fluxograma das etapas experimentais desenvolvidas. A etapa 1 refere-se a produgao
de cutinase pelo fungo selvagem e resultou em baixos rendimentos enzimaticos. A etapa 2

refere-se a produgdo das cutinases de F. verticillioides em um sistema de expressao

ETAPA 1 ETAPA 2

Producao de cutinase
Producio de cutinasea recombinante
partir do fungo selvagem

Descoberta dos genes

Screening de variaveis Andlise filogenética

Expressao heterologa em E.

C . e . coli
Otimizagdo de variaveis

Purificacdo das enzimas

Produg¢do em biorreatores

* Leito fixo Caracterizagao funcional
+ Agita¢do mecanica

Caracterizacdo estrutural

Baixo rendimento de

cutinase ¢ dificuldade de Andlise da hidrolise de PET
crescimento do fungo

3.1 PRODUCAO DE CUTINASE PELO MICRORGANISMO NATIVO

3.1.1 Substratos e outros quimicos
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Todos os produtos quimicos utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich e Neon
Reagentes Analiticos. Os substratos utilizados neste estudo foram subprodutos agroindustriais
obtidos nas agroindustrias da regido de Santa Maria, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Os substratos foram: farelo de arroz e casca de arroz. Ambos foram usados como recebidos. O

farelo de arroz foi mantido a -12 °C até o momento da fermentacgao.

3.1.2 Microrganismo e inéculo

No presente estudo foi utilizado o microrganismo F. verticillioides. A cepa foi obtida
no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O
microrganismo foi cultivado em placas de Petri contendo batata-dextrose- agar (BDA) a 28 °C
por 7 dias e mantido a 4 °C.

Para inoculagdo do substrato solido utilizou-se uma estratégia que consistiu na
inoculacdo de uma suspensdo liquida contendo micélios fungicos. Trés discos de 6 mm de
micélio fingico foram transferidos para um frasco de Erlenmeyer contendo 100 mL de meio de
batata-dextrose e mantidos a 28 °C por 3 dias sob agitacdo a 120 rpm. Utilizou-se uma

incubadora refrigerada com agitacdo TE-424 (Tecnal).

3.1.3 Fermentac¢ao em estado solido

As fermentacdes foram realizadas em frascos conicos (500 mL) contendo 30 g de
substrato seco. O teor de umidade e a propor¢ao dos substratos foram ajustados de acordo com
o planejamento experimental. Posteriormente, o material sélido foi autoclavado a 121 °C por
20 minutos. Apo6s o resfriamento até a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), o
in6culo foi adicionado e as fermentagdes foram conduzidas em uma incubadora BOD TE-371
(Tecnal) por tempo especificado. No final da fermentacdo, o material sélido fermentado foi
utilizado para a extracdo da enzima produzida. Foi realizada uma triagem inicial que consistiu
no uso de um planejamento Plackett-Burmann com 12 experimentos (PB12) mais cinco pontos
centrais para identificar as varidveis significativas no processo. As variaveis estudadas foram a
porcentagem, em peso, de farelo de arroz no meio (30 g de meio composto por farelo de arroz

+ casca de arroz), densidade de inoculo, solu¢ao de micronutrientes com propor¢ao em peso de

73



cada componente 1:1 (KoHPO4, MgSO4, KCI e FeSO4-7H>0 e NaCl), temperatura e teor de
umidade do meio. A Tabela 6 apresenta o intervalo de varidveis investigadas. As fermentagdes
foram realizadas utilizando o fungo F. verticillioides e diferentes proporc¢des de farelo de arroz

e casca de arroz como substrato por 10 dias.

Tabela 6: Matriz do planejamento Plackett-Burmann para sele¢do de varidveis significativas no
processo de fermentacdo. Planejamento consistiu em 12 experimentos variando os valores de
cada variavel em torno dos pontos centrais. Foram realizados cinco ensaios com os valores
médios das variaveis (pontos centrais). Todos os valores reais e codificados utilizados para os

calculos estatisticos sdo fornecidos na tabela.

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5
1 75,0 (+1) 10,0 (-1) 5,0 (+1) 25,0 (-1) 40,0 (-1)
2 75,0 (+1) 20,0 (+1) 0,0 (-1) 35,0 (+1) 40,0 (-1)
3 25,0 (-1) 20,0 (+1) 5,0 (+1) 25,0 (-1) 80,0 (+1)
4 75,0 (+1) 10,0 (-1) 5,0 (+1) 35,0 (+1) 40,0 (-1)
5 75,0 (+1) 20,0 (+1) 0,0 (-1) 35,0 (+1) 80,0 (+1)
6 75,0 (+1) 20,0 (+1) 5,0 (+1) 25,0 (-1) 80,0 (+1)
7 25,0 (-1) 20,0 (+1) 5,0 (+1) 35,0 (+1) 40,0 (-1)
8 25,0 (-1) 10,0 (-1) 5,0 (+1) 35,0 (+1) 80,0 (+1)
9 25,0 (-1) 10,0 (-1) 0,0 (-1) 35,0 (+1) 80,0 (+1)
10 75,0 (+1) 10,0 (-1) 0,0 (-1) 25,0 (-1) 80,0 (+1)
11 25,0 (-1) 20,0 (+1) 0,0 (-1) 25,0 (-1) 40,0 (-1)
12 25,0 (-1) 10,0 (-1) 0,0 (-1) 25,0 (-1) 40,0 (-1)
13 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0)
14 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0)
15 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0)
16 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0)
17 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0)

Onde: X1 Porcentagem de farelo de arroz (%); X2 Densidade de indculo (%); X3 Solugao de
micronutrientes (%); X4 Temperatura (°C); X5 Umidade (%).

A etapa seguinte consistiu na maximiza¢do da produgdo de cutinase por Fusarium
verticillioides aplicando um delineamento composto central rotacional (DCCR) para trés
variaveis independentes (temperatura, umidade e a porcentagem de farelo de arroz). A
densidade de inoculo foi fixada em 20% em peso. A Tabela 7 apresenta o intervalo de variaveis
investigadas.

Fermentacdes adicionais foram realizadas, nas condi¢des Otimas obtidas através do

DCCR, com o intuito de avaliar a influéncia da espessura do meio na produgao de cutinase.
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Para tanto, foram preparadas fermentagdes com 2, 4, 6 ¢ 8 cm de espessura de substrato seco.
Em seguida avaliou-se a produgdo de cutinase em diferentes tempos de fermentacao. Os tempos

de fermentacao avaliados foram 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias.

Tabela 7: Matriz do planejamento DCCR para otimizagdo das varidveis significativas no
processo de fermentacdo. Planejamento consistiu na avaliagdo de trés variaveis independentes
(temperatura, umidade e a porcentagem de farelo de arroz). Todos os valores reais e codificados

das variaveis, utilizados para os calculos estatisticos, sdo fornecidos na tabela.

Porcentagem de farelo de

Ensaio arroz (%) Temperatura (°C) Umidade (%)
1 60,0 (-1) 22,4 (-1) 60,0 (-1)
2 80,0 (+1) 22,4 (-1) 60,0 (-1)
3 60,0 (-1) 29,6 (+1) 60,0 (-1)
4 80,0 (+1) 29,6 (+1) 60,0 (-1)
5 60,0 (-1) 22,4 (-1) 80,0 (+1)
6 80,0 (+1) 22,4 (-1) 80,0 (+1)
7 60,0 (-1) 29,6 (+1) 80,0 (+1)
8 80,0 (+1) 29,6 (+1) 80,0 (+1)
9 53,2 (-1,68) 26,0 (0) 70,0 (0)
10 86,8 (+1,68) 26,0 (0) 70,0 (0)
11 70,0 (0) 20,0 (-1,68) 70,0 (0)
12 70,0 (0) 32,0 (+1,68) 70,0 (0)
13 70,0 (0) 26,0 (0) 53,2 (-1,68)
14 70,0 (0) 26,0 (0) 86,8 (+1,68)
15 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0)
16 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0)
17 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0)
18 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0)

3.1.4 Composicao centesimal do substrato

O farelo e a casca de arroz utilizados como substrato foram submetidos a analises de
composi¢ao centesimal. As analises foram realizadas pelo Laboratorio de Analises LABCAL,
no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), conforme os certificados de ensaio do

ANEXO I. Foram analisados residuo mineral fixo, teor de gordura e umidade e volateis, ambos
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pelo Método TAL. O teor de proteina e fibra alimentar total, ambos pelo Método AOAC, e
carboidratos totais pelo Método RDC n° 360.

3.1.5 Scale up da producao de cutinase

A producio de cutinase foi testada em duas configuragdes de reatores. Foram utilizadas
750 g de substrato (farelo e casca de arroz), preenchendo aproximadamente 50% do volume
total do reator. As fermentagdes foram mantidas a temperatura ambiente, de aproximadamente
28 °C durante 7 dias. A temperatura de 28 °C esta dentro da faixa de temperatura otimizada no
DCCR e 7 dias sao suficientes para visualizar o crescimento do microrganismo € a consequente
atividade de cutinase.

A primeira configuracdo consistiu em um reator com agitacdo mecanica e inje¢do de ar
na parte inferior do reator, conforme Figura 8. Com essa configuragdo foram realizadas duas
fermentagdes. Na primeira fermentagdo utilizou-se a umidade inicial de 80%, injecdo de ar
umido no reator e agitacdo durante 5 minutos a cada 12 horas. Na segunda fermentagao utilizou-
se umidade de 60%, intercalou-se a inje¢do de ar seco e umido a cada 24 horas e agitacdo
durante 2 minutos a cada 24 horas.

A segunda configuragdo consistiu em um reator de leito fixo com inje¢do de ar na parte
inferior do reator, conforme Figura 9. Também foram conduzidas duas fermentacdes nesta
configuracdo de reator. A primeira em condi¢do de umidade inicial de 80%, e inje¢do de ar
umido. A segunda com condi¢do de umidade inicial de 60% e intercalando a inje¢@o de ar seco

e umido a cada 24 horas.

Figura 8: Configuracdo do biorreator com agitagdo mecanica utilizado nos testes de aumento

de escala da produgdo de cutinase de F. verticillioides.
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Legenda:

@ Entrada de ar
@ Saida de ar

Figura 9: Configuracdo do biorreator de leito fixo utilizado nos testes de aumento de escala da

producdo de cutinase de F. verticillioides.

©
X O

Legenda:

3.1.6 Extraciao da enzima

O material solido fermentado foi usado para extracdo da enzima. Para tanto adicionou-
se dgua destilada ao material s6lido, em uma propor¢ao de massa solida/ massa liquida de 1:10,

condi¢do semelhante as encontradas na literatura (DE OLIVEIRA et al., 2019a; FRAGA;
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CARVALHO; MACEDO, 2012). O material + agua destilada foi mantido sob agitagao a 30
°C, 120 rpm por 30 minutos. Utilizou-se uma incubadora refrigerada com agitagdo TE — 424
(Tecnal). Posteriormente, o material foi filtrado usando papel filtro e o sobrenadante utilizado

na determinagao da atividade enzimatica.

3.1.7 Determinacao da atividade de cutinase

Para determinacgdo da atividade da enzima foi aplicado o método espectrofotométrico
apo6s a hidrolise de p-NPB a 405 nm (GIGLI et al., 2019). O volume total da reacao foi de 4
mL. Seguiu-se uma metodologia relatada na literatura (PIO; MACEDO, 2008). Uma mistura
reacional contendo 1,12 mM de p-NPB dissolvido em solug@o de tampao fosfato 50 mM, pH
6,8, composta por 0,2% de Tween 80 e 0,43 M de tetrahidrofurano (THF). Aliquotas de 0,07
mL de sobrenadante obtido na extracao foram adicionadas a 3,43 mL da mistura reacional.
Durante 15 minutos a reagdo acompanhou-se a reagdo e em seguida comparou-se com o branco.
A mistura reacional foi utilizada no preparo do branco, neste caso adicionou-se 0,07 mL de
tampao fosfato a 3,43 mL da mistura. Uma unidade de atividade cutinolitica foi definida como
a quantidade de cutinase necessaria para liberar um micromol de p-nitrofenil em 1 minuto nas

condigdes determinadas.

3.1.8 Analise estatistica dos resultados

Todos os resultados foram analisados usando o software Statistica® 7.0 (Statsoft Inc.,

Tulsa, OK, USA), considerando um nivel de significancia de 95 %.

3.2 PRODUCAO DE CUTINASE RECOMBINANTE DE FUSARIUM VERTICILLIOIDES

3.2.1 Analise das sequéncias de cutinases

O banco de dados EnsemblFungi foi usado para pesquisar genes de cutinase no genoma

de F. verticillioides. As sequéncias dos genes resultantes da pesquisa foram avaliadas quanto a
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presenca de sitio catalitico e de dominios conservados de cutinases. As previsoes de dominio
conservado e sitios cataliticos ativos foi realizada no InterPro Scan (QUEVILLON et al., 2005;
ZDOBNOV; APWEILER, 2001). As pesquisas por genes homoélogos foram realizadas usando
o servidor NCBI BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). A plataforma SignalP 5.0 foi utilizada
para prever a existéncia de peptideo sinal nativo nos genes (ARMENTEROS et al., 2019). Para
expressdo do gene em um sistema procarioto o peptideo sinal nativo do fungo precisa ser
removido para correta expressao da proteina. A presenca de ligagdes dissulfeto foi prevista no
servidor web DIANNA (FERRE; CLOTE, 2005). Os sitios de N-glicosilagdo ¢ O-glicosilagio
foram previstos nos servidores NetNglyc (GUPTA; BRUNAK, 2002) e NetOglyc
(STEENTOFT et al., 2013), respectivamente. A ferramenta ExPASy foi utilizada para calcular
o ponto isoelétrico (pl) tedrico das proteinas (GASTEIGER et al., 2005). O peso molecular
teorico  foi  calculado com a  ferramenta  Protein = Molecular ~ Weight

(https://bioinformatics.org/sms/prot_mw.html).

3.2.2 Analise filogenética das cutinases

Para a andlise de filogenia, as sequéncias de todas as cutinases de F. verticillioides foram
recuperadas da base de dados do EnsemblFungi. Um alinhamento multiplo foi realizado
considerando estas sequéncias, todas as enzimas CES5 caracterizadas na base CAZy, além de
todas as sequéncias revisadas de Sordariomycetes contidas no banco de dados Uniprot. O
alinhamento foi realizado com a plataforma T-COFFEE (andlise por homologia) com
parametros pré-definidos pelo servidor e a andlise de méxima verossimilhanga foi executada
no modo “a la carte”. O alinhamento obtido apds a analise no T-COFFEE foi utilizado como
input para a construgao da arvore filogenética usando PhyML. Approximate Likelihood-Ratio
Test (aLRT) foi o teste estatistico para defini¢do dos ramos tendo modelo SH-like com

substitui¢do como parametro. A figura da arvore final foi obtida usando a plataforma online

iTOL.

3.2.3 Producio da proteina recombinante
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As sequéncias CDS de trés cutinases precursoras de Fusarium verticillioides FvCutl,
FvCut2 e FvCut3, obtidas do EnsemblFungi com os numeros de acesso FVEG 12346TO,
FVEG 03395 e FVEG 13638, respectivamente, foram inseridas no plasmideo pET28a (+)
(Figura 10). As sequéncias de nucleotideos dos genes foram otimizadas para E. coli sem alterar
a sequéncia de aminoacidos codificada e os peptideos de sinal nativos foram removidos. O
relatorio de otimizagdo esta disponivel no ANEXO II. Os genes foram clonados nos sitios de
restricdo Unicos no pET28a (+) e marcados com 6xHis-tag em N-terminal. A marcagdo da
proteina com 6xHis-tag possibilita a purificacao por afinidade. Os sitios de restrigdo usados
para FvCutl foram BamHI e Xhol e no caso de FvCut2 e FvCut3 os sitios de restri¢do foram
EcoRI e Sall. Os genes otimizados, inseridos nos respectivos sitios de restricdo foram

sintetizadas pela FastBio Ltda (Ribeirdo Preto, Brasil).

Figura 10: Mapa do vetor de expressdo pET28a (+) utilizado para produ¢do das cutinases de F.
verticillioides nas cepas de E. coli BL21 (DE3) e Arctic Express (DE3) antes da clonagem dos

genes de cutinase.

(5186) SalI 6xHis
(5173) EcoRI
(5167) BamHI

T7 tag (gene 10 leader)
(5134) Nhel \
thrombin site h>\
bxHis—  ——
o >l \ O "t
avor €rMing at,

RBS
T7 promoter
or
N (.
< <
<
& 2
$ [=)
Y
Q
[aj
o
pET28a (+)
5369 bp
(%]
S
1

Fonte: Imagem gerada no SnapGene a partir da sequéncia do vetor comercial.
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Células competentes das cepas E. coli DH5-a, BL21(DE3) e Arctic Express (DE3)
foram preparadas. As construgdes sintéticas pET28a(+) FvCutl, pET28a(+) FvCut2 e
pET28a(+) FvCut3 foram transformadas em E coli DH5-o para replicagdo vetorial. Os
plasmideos foram extraidos da cepa DHS5-a e usados para transformacdo das cepas de
expressao. As proteinas foram expressas em E. coli BL21(DE3) e Arctic Express (DE3). Todas
as transformagdes foram realizadas por eletroporacdo e selecionadas em placas de agar com
meio Luria-Bertani (LB) contendo 50 pg/mL de canamicina para sele¢do de cepas BL21(DE3)
e 35 pg/mL de canamicina e 12,5 ug/mL de gentamicina para sele¢ao de cepas Arctic Express
(DE3). Os transformantes positivos foram selecionados por PCR de colonia usando iniciadores
T7. As colonias de BL21(DE3) e Arctic Express (DE3) selecionadas foram avaliadas para
produgdo de cutinases em volume de 50 mL. A cepa Arctic Express (DE3) foi selecionada e
cultivada por 12 horas a 37 °C, 250 rpm com os respectivos antibioticos, depois diluida (1:50)
em um volume final de 800 mL. Ap0s, as células foram cultivadas a 30 °C, 250 rpm por 4 horas
e a inducdo realizada pela adicdo de 1 mM de Isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido (IPTG) e
outra incubacdo a 12 °C por 24 horas. A cultura induzida foi centrifugada a 10.000 rpm por 15
minutos a 4 °C. O sedimento foi ressuspenso em 10 mL de tampao de lise contendo lisozima,
PMSF, DNAse e Tris-HCI (50 mM, pH 7.5 para FvCutl e FvCut2 e pH 8,5 para FvCut3) e foi
sonicado (Sonicator QR500 W) com amplitude de 30% em 5 ciclos de pulsos de 20 segundos
com um intervalo de 30 segundos. A fragao insoluvel foi separada por centrifugagdo (10.000
rpm por 20 minutos) a 4 °C. As proteinas soluveis do sobrenadante foram utilizadas na etapa

de purificacdo.

3.2.4 Purificacio da proteina

FvCutl, FvCut2 e FyvCut3 foram purificados por cromatografia de afinidade de ions
metalicos imobilizados (IMAC) usando resina TALON carregada com Co?" (Takara Bio®). O
fluxo geral de purificagdo da proteina com etiqueta 6xHis estd representado na Figura 11. A
resina foi equilibrada com 50 mM Tris-HCI (pH 7,5 para FvCutl e FvCut2 e pH 8,5 para
FvCut3). Foi feita a lavagem da coluna com tampao e as cutinases foram eluidas da resina com
um gradiente linear de imidazol (0-500 mM). Uma segunda etapa de purificacao foi realizada
por SEC usando um Superdex 200 16/600 HiLoad (GE Healthcare - 124 mL) no sistema AKTA
automatizado equipado com detector de UV (280 nm). A coluna SEC foi equilibrada com

50 mM Tris-HCI, pH 7,5 para FvCutl e FvCut2, e 50 mM Tris-HCI, pH 8,5 para FvCut3. As
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fragdes contendo a proteina alvo foram concentradas usando um Vivaspin Turbo 15 3K
(Sartorius, Gottingen, Alemanha). A concentracdo de proteina foi estimada no fluorometro
Qubit 3.0 (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA) com base na absorbancia de UV a
280 nm. A pureza das cutinases foi determinada por eletroforese em gel de dodecil sulfato de

sodio e poliacrilamida (SDS-PAGE).

Figura 11: Fluxo de trabalho geral para purificagdo de proteina com etiqueta 6xHis por IMAC
usando resina TALON carregada com Co?". A coluna ¢ carregada com a fragdo soluvel de
cutinase, em seguida sdo realizadas etapas de lavagem para eliminar compostos indesejaveis,
inclusive outras proteinas, por fim a cutinase marcada com a etiqueta 6xHis ¢ eluida em tampao

com imidazol.
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Fragdo solivel de proteinas

Coluna comresina

Lavagem da coluna - -

Legenda: Eluicdo

- Proteinas da célula
= [ ]

- Proteina + 6xHis -

Fonte: A autora.

3.2.5 Atividade enzimatica

A atividade da esterase foi medida a temperatura ambiente usando p-NPB como
substrato de acordo com (GIGLI et al., 2019). A reacao foi realizada com tampao Tris-HCI 50
mM (pH 7,7), p-NPB 1 mM e 10 ng de proteina em um volume final de 200 pL. Apds 2 minutos
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de reacao, a enzima foi inativada em nitrogénio liquido (CAUSSETTE et al., 1998) e foi medida
a absorbancia a 405 nm por espectrofotometria em placa de 96 pocos. Nas amostras de controle
foram adicionados 4 pL do tampdo ao invés da solu¢do enzimatica e este valor foi descontado
das condi¢des testadas. Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1 pmol de substrato por minuto nas condig¢des

testadas.

3.2.6 Caracterizacio das cutinases

3.2.6.1 Efeitos da temperatura ¢ do pH na atividade enzimatica

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi determinado incubando a reagao em
tampao Tris-HCl 50 mM (pH 7,7) e avaliando as temperaturas de 10 a 65 °C. O efeito do pH
foi determinado incubando a reacdo com a temperatura ideal em tampao HCl-glicina 50 mM
(pH 2,0 - 3,0), tampao acetato de sodio (pH 3,0 - 6,0), tampao fosfato de sédio (pH 6,0 - 7,0),
Tris-HCI tampao (pH 7,0 - 9,0) e tampao NaOH-glicina (pH 9,0 - 10,0). Para definir os efeitos
da temperatura e do pH na atividade enzimatica, a atividade méaxima obtida foi definida como

100%.

3.2.6.2 Efeitos de solventes organicos, ions metalicos, inibidores e detergentes na atividade

enzimatica

O efeito dos solventes organicos foi investigado adicionando separadamente 15 ¢ 30%
(v/v) de metanol, etanol, isopropanol, butanol, acetona e dimetil sulfoxido (DMSO) na reagao.
O efeito de ions metalicos, inibidores e detergentes no sistema de reagdo também foi avaliado
separadamente. Os fons, inibidores e detergentes usados foram (1 ou 5 mM) MgSO4, MnSOs,
CaCly, CoClyp, NaCl, KCI, NiSO4, ZnSO4, Tween 80, Triton-X100, dodecil sulfato de sodio
(SDS), PMSF, e acido etilenodiaminotetracético (EDTA). As reagdes foram realizadas em
condi¢des Otimas de temperatura e pH. A atividade da amostra controle, sem aditivos, foi

considerada 100%.
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3.2.6.3 Determinacao dos parametros cinéticos

Os ensaios enzimaticos para determinagdo dos parametros bioquimicos das cutinases
(Km € Vmax) foram realizados com diferentes concentragdes de p-NPB (0,03-2,50 mM) sob
temperatura e pH 6timos previamente determinados. Com base nas medidas de absorbancia, os
valores aparentes de K € Vmax foram calculados usando graficos de Lineweaver-Burk apos
medir as velocidades iniciais de reagdo em varias concentragdes de substrato. Kear € Kea'Km

também foram calculados.

3.2.7 Modelagem por homologia

Os modelos enzimaticos tridimensionais foram estabelecidos usando o servidor online
SWISS MODEL (sem as sequéncias de peptideo sinal e tag) (BERTONI et al., 2017; BIENERT
etal., 2017; GUEX; PEITSCH; SCHWEDE, 2009; WATERHOUSE et al., 2018). As estruturas
de referéncia (templates) foram selecionadas de acordo com a identidade de sequéncia com
FvCutl, FvCut2 e FvCut3. Os templates com maior identidade de sequéncia foram utilizados.
A referéncia para FvCutl foi a cutinase de H. insolens (PDB id: 40YY.1.A), para FvCut2 foi
a cutinase de F. solani (PDB id: 1XZM.1.A) e para FvCut3 foi a cutinase de F. oxysporum
(PDB: 5AJH.2.A). As visualizagdes dos arquivos PDB gerados foram realizadas usando o

software PyMOL™ viewer (2.5) para fins académicos.

3.2.8 Analises de hidroélise de PET

FvCutl, FvCut2 e FvCut3 foram testados quanto a capacidade de degradagdao do PET.
As garrafas PET pos-consumo foram moidas em moinho de martelos at¢ um tamanho de
particula inferior a 0,5 mm. Os testes de hidrélise foram realizados em triplicata por 96 h, 300
rpm, sob 2 condi¢des de temperatura diferentes (30 e 50 °C). Em cada reacao foram adicionados
10 mg de PET, 10 pg da enzima e tampao Tris-HCI pH 8 até um volume final de 250 pL. Uma
reagdo de controle foi preparada usando 10 mg de PET e tampao Tris-HCI pH 8 para um volume

final de 250 pL. Apo6s a hidrélise, as amostras foram preparadas para deteccao UV com HPLC
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(ARNLING BAATH; BORCH; WESTH, 2020). O HPLC foi um Dionex UltiMate 3000
(Thermo Scientific) com um detector de arranjo de diodos, equipado com uma coluna
Acclaim™ 120 C18 (4,6 x 150 mm) empacotada com particulas C18, com 3 um de diametro.
O volume de injegao foi de 10 pL e as amostras foram eluidas com acetonitrila durante 25 min
a uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min e 25 °C. TPA e BHET foram usados como padrao para
determinar o tempo de retencao e identificar a presenca desses mondmeros de PET nas amostras

hidrolisadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este topico esta dividido em duas se¢des principais. A primeira envolve a otimizacdo da
producao de cutinase por F. verticillioides selvagem via FES e testes de escalonamento. A
segunda se¢ao abrange a descoberta dos genes de cutinases no genoma de F. verticillioides, a
producdo heter6loga dessas enzimas em sistema procarioto, analises estruturais in silico,

caracterizacgao funcional e testes de hidrolise de PET.

4.1 PRODUCAO DE CUTINASE PELO MICRORGANISMO NATIVO

Nesta secdo sdo apresentados os resultados de otimizag¢do da producdo de cutinase via
FES. A enzima produzida nessa etapa foi obtida através do microrganismo nativo. Nao foi
aplicada nenhuma etapa de purificacao de proteina. Todas as atividades enzimaticas foram
obtidas a partir do extrato bruto que pode conter mais de uma cutinase, além de outras enzimas
que podem ser produzidas e secretadas pelo fungo. Nos topicos a seguir serdo abordadas as
etapas de screening de variaveis e scale up para producio de cutinase por FES. Os resultados
obtidos nessa etapa foram publicados nos Anais do Simpdsio Nacional de Bioprocessos (XXIII
SINAFERM, XIV SHEB, ENZITEC) em 2022, com o titulo “Optimization of solid-state

fermentation for the production of cutinase from Fusarium verticillioides”.

4.1.1 Screening de variaveis para o processo de fermentacio

Inicialmente foi realizado um processo de screening das principais varidveis que
poderiam influenciar na produgdo de cutinase via FES, utilizando o microrganismo selvagem.
Em um estudo anterior a producdo de cutinase via FES foi realizada utilizando um tnico
substrato so6lido (farelo de arroz) (DE OLIVEIRA et al., 2019a). Nessas condi¢des percebeu-se
algumas limitagdes no crescimento do fungo. Portanto, optou-se por avaliar a utilizagao da
casca de arroz na composi¢do do meio sélido, com o intuito de tornar o meio mais poroso e,
consequentemente, melhorar a producdo de cutinase pelo fungo selvagem. O screening inicial
das variaveis foi realizado através de um planejamento experimental PB12. A Tabela 8

apresenta as varidveis avaliadas e os resultados em termos de atividade enzimética obtidos no
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PB12. Observa-se que os melhores resultados foram para os ensaios 6 ¢ 10, com atividades de
4,76 U/gsubstrato © 4,85 U/Zsubstrato, respectivamente. O tempo de fermentagdo para cada ensaio
foi de 10 dias (DE OLIVEIRA et al., 2019a).

Os ensaios 6 ¢ 10 diferem quanto a densidade de inoculo e a presenca de solugdo de
micronutrientes. Essas duas variaveis nao foram significativas, conforme os efeitos de variaveis
calculados e apresentados na Tabela 8. Ja as variaveis proporc¢do de farelo de arroz e casca de
arroz, temperatura e umidade apresentam influéncia significativa na atividade enzimatica (p <

0,05). Os efeitos de todas as variaveis sobre a atividade enzimatica apresentam-se na Tabela 9.

Tabela 8: Matriz do planejamento Plackett-Burmann para sele¢do de variaveis significativas no
processo de fermentagdo. Planejamento consistiu em 12 experimentos variando os valores de
cada variavel em torno dos pontos centrais. Foram realizados cinco ensaios com os valores
médios das variaveis (pontos centrais). Todos os valores reais e codificados utilizados para os

calculos estatisticos sdo fornecidos na tabela, assim como os resultados em termos de atividade

enzimatica.

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5 X6
1 75,0 (+1) 10,0 (-1) 5,0 (+1) 25,0 (-1) 40,0 (-1) 3,06
2 75,0 (+1) 20,0 (+1) 0,0 (-1) 35,0 (+1) 40,0 (-1) 1,45
3 25,0 (-1) 20,0 (+1) 5,0 (+1) 25,0 (-1) 80,0 (+1) 2,82
4 75,0 (+1) 10,0 (-1) 5,0 (+1) 35,0 (+1) 40,0 (-1) 1,87
5 75,0 (+1) 20,0 (+1) 0,0 (-1) 35,0 (+1) 80,0 (+1) 2,23
6 75,0 (+1) 20,0 (+1) 5,0 (+1) 25,0 (-1) 80,0 (+1) 4,76
7 25,0 (-1) 20,0 (+1) 5,0 (+1) 35,0 (+1) 40,0 (-1) 0,96
8 25,0 (-1) 10,0 (-1) 5,0 (+1) 35,0 (+1) 80,0 (+1) 2,10
9 25,0 (-1) 10,0 (-1) 0,0 (-1) 35,0 (+1) 80,0 (+1) 2,17
10 75,0 (+1) 10,0 (-1) 0,0 (-1) 25,0 (-1) 80,0 (+1) 4,85
11 25,0 (-1) 20,0 (+1) 0,0 (-1) 25,0 (-1) 40,0 (-1) 1,17
12 25,0 (-1) 10,0 (-1) 0,0 (-1) 25,0 (-1) 40,0 (-1) 1,54
13 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0) 4,00
14 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0) 3,52
15 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0) 3,88
16 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5(0) 30,0 (0) 60,0 (0) 4,14
17 50,0 (0) 15,0 (0) 2,5 (0) 30,0 (0) 60,0 (0) 3,74

Legenda: X1 Porcentagem de farelo de arroz (%); X2 Densidade de indculo (%); X3 Solugdo
de micronutrientes (%); X4 Temperatura (°C); X5 Umidade (%); X6 Atividade (U/gsubstrato).
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Tabela 9: Efeitos individual e médio das variaveis analisadas no planejamento Plackett-Burman

sobre a atividade de cutinase produzida via FES.

Variaveis Efeitos Erro padrao P-Valor
Média 2,84 0,22 <0,0001
Propor¢ao farelo de arroz/

casca de arroz 1,24 0,52 0,0348
Densidade de inoculo -0,37 0,52 0,4890
Solucao de micronutrientes 0,36 0,52 0,5028
Temperatura -1,24 0,52 0,0358
Umidade 1,48 0,52 0,0155

A influéncia da temperatura e umidade ja haviam sido avaliadas em trabalho anterior
(DE OLIVEIRA et al., 2019a), uma vez que sdo variaveis criticas nos processos de FES
(BELLON-MAUREL; ORLIAC; CHRISTEN, 2003; THOMAS; LARROCHE; PANDEY,
2013). Nesse outro estudo foi utilizado apenas o farelo de arroz como substrato ¢ observou-se
que a umidade teve um efeito negativo e prejudicou o crescimento do microrganismo,
provavelmente, devido a baixa distribui¢ao de oxigénio no meio (DE OLIVEIRA et al., 2019a).
Esse fato provavelmente ocorreu devido a porosidade baixa do meio solido. A porosidade pode
ser influenciada pelo teor de umidade, bem como pelo tamanho de particulas (SCHMIDELL et
al., 2001). Diante disso, no presente estudo, optou-se por modificar a composi¢ao do substrato
solido, adicionando casca de arroz juntamente com o farelo de arroz, a fim de melhorar a
porosidade do meio. Adicionando a casca de arroz ao meio, a umidade inicial passou a ter efeito
positivo (Tabela 9). No entanto, a atividade enzimatica (Tabela 8) obtida com a adi¢do da casca
de arroz foi menor (atividade méaxima 4,85 U/gsusbirato) S€ comparada aos resultados obtidos por
(DE OLIVEIRA et al., 2019a) (atividade méxima 13,45 U/gsubstrato)- A temperatura apresentou
efeito negativo nos dois casos.
Com base nos resultados anteriores, um novo planejamento foi elaborado para melhor
avaliagdo das variaveis significativas (relacdo farelo/ casca de arroz, temperatura e umidade).

As respostas do DCCR, em termos de atividade enzimatica, sdo apresentadas na Tabela 10.
Tabela 10: Matriz do planejamento DCCR para otimizagdo das variaveis significativas no

processo de fermentacdo. Planejamento consistiu na avaliagdo de trés variaveis independentes

(temperatura, umidade e a porcentagem de farelo de arroz). Todos os valores reais e codificados
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das variaveis, utilizados para os célculos estatisticos, sao fornecidos na tabela, assim como os

resultados em termos de atividade enzimética.

Ensaio Porcentagem de farelo Temperatura Umidade Atividade
de arroz (%) (°O) (%) (U/gsubstrato)
1 60,0 (-1) 22,4 (-1) 60,0 (-1) 2,77
2 80,0 (+1) 22,4 (-1) 60,0 (-1) 3,01
3 60,0 (-1) 29,6 (+1) 60,0 (-1) 3,17
4 80,0 (+1) 29,6 (+1) 60,0 (-1) 3,44
5 60,0 (-1) 22,4 (-1) 80,0 (+1) 3,29
6 80,0 (+1) 22,4 (-1) 80,0 (+1) 3,06
7 60,0 (-1) 29,6 (+1) 80,0 (+1) 4,61
8 80,0 (+1) 29,6 (+1) 80,0 (+1) 4,09
9 53,2 (-1,68) 26,0 (0) 70,0 (0) 3,53
10 86,8 (+1,68) 26,0 (0) 70,0 (0) 3,36
11 70,0 (0) 20,0 (-1,68) 70,0 (0) 1,76
12 70,0 (0) 32,0 (+1,68) 70,0 (0) 1,53
13 70,0 (0) 26,0 (0) 53,2 (-1,68) 3,13
14 70,0 (0) 26,0 (0) 86,8 (+1,68) 5,09
15 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0) 4,40
16 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0) 4,75
17 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0) 4,54
18 70,0 (0) 26,0 (0) 70,0 (0) 4,47

A andlise dos resultados demonstra que a maior atividade de cutinase (5,09 U/gsubstrato)
ocorreu no ensaio 14, cujas condigdes foram: meio contendo 70% de farelo de arroz,
temperatura de 26 °C e umidade de 86,8%. A temperatura ¢ semelhante a utilizada em outros
processos fermentativos (CHAUDHARI; SINGHAL, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2019a; PIO;
MACEDO, 2008). E percebida uma diferenga no teor de umidade inicial do meio na condigio
otimizada do presente estudo em relacdo ao estudo prévio (DE OLIVEIRA et al., 2019a). Os
dados anteriores indicaram melhor atividade com umidade inicial de 50%. As diferengas
encontradas no presente trabalho podem estar relacionadas a adi¢do do substrato casca de arroz.
Esse substrato adicional aumentou a porosidade do meio e possivelmente absorveu mais
umidade em comparagao ao farelo de arroz puro. Conforme (SOARES JUNIOR et al., 2009),
materiais com alta porcentagem de fibras em sua composi¢ao apresentam maior capacidade de
absor¢ao de dgua. Isso justificaria o atual resultado, ja que a casca de arroz apresenta quase trés

vezes mais fibras em sua composicao do que o farelo de arroz (Tabela 11).
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Tabela 11: Composicao centesimal dos substratos farelo e casca de arroz, utilizados na FES

para producao de cutinase.

Analise Casca de arroz (g/100g) Farelo de arroz (g/100g)
Carboidratos totais 10,20 25,90
Gordura (lipideos) <0,10 19,84
Proteina 1,56 12,33
Residuo mineral fixo 17,40 10,84
Umidade e volateis 8,62 8,50
Fibra alimentar total 61,70 22,6

Além das diferencas notaveis no parametro umidade inicial do meio, também se
observou que a atividade de cutinase foi menor quando o meio s6lido continha uma mistura de
substratos (casca de arroz e farelo de arroz) em comparagdo ao processo fermentacio contendo
farelo de arroz puro. A atividade maxima obtida para a mistura de substratos foi de 5,09
U/gsubstrato (Tabela 10), enquanto no estudo anterior, apos otimizagdo, a atividade foi de 13,24
U/gsubstrato- Essa queda na atividade de cutinase aparentemente também estd relacionada a
mistura de substratos utilizada. As analises de composi¢ao centesimal (Tabela 11) indicam que
a casca de arroz € composta por uma quantidade menor de carboidrato, gordura e proteina se
relagdo ao farelo de arroz.

Conforme BORZANI et al. (2001) os fungos, por serem microrganismos heterotroficos,
precisam de uma fonte organica de carbono para seu desenvolvimento. A fonte mais comum ¢
o carboidrato. Portanto o uso da casca de arroz (com menor teor de carboidrato) na formulagao
do substrato para fermentagcdo fornece uma quantidade menos desse nutriente e pode estar
relacionada a diminui¢do da atividade de cutinase. Outros fatores importantes para o
crescimento microbiano sdo compostos como aminoacidos e acidos graxos (BORZANI et al.,
2001). Os aminoacidos podem ser encontrados em proteinas, enquanto os acidos graxos podem
ser obtidos a partir de gorduras. Os teores desses compostos também sdo mais baixos na casca
de arroz em relacdo ao farelo de arroz. Além disso, a casca de arroz possui lignina em sua
composi¢do (JULIANO; TUANO, 2019). A lignina é uma molécula complexa que confere
rigidez a camada protetora da planta e atua como barreira fisica contra o ataque dos
microrganismos sobre a parede celular vegetal. Essa molécula ¢ capaz de retardar, ou mesmo
impedir completamente a atuagdo microbiana sobre o substrato (DE CASTRO; PEREIRA,

2010). Esse conjunto de fatores pode estar relacionado ao decréscimo nos valores de atividade
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de cutinase no presente estudo.

Apesar dos menores valores de atividade enzimatica, buscou-se compreender os efeitos
individuais das variaveis otimizadas, bem como as interacdes desses efeitos sobre a atividade
de cutinase. Os dados da Tabela 10 foram utilizados para calcular os efeitos lineares,
quadraticos e interacdes entre variaveis, que sdo apresentados na Tabela 12. Os resultados
indicam que a temperatura quadratica e umidade linear, juntamente com a média das variaveis
foram significantes para a producao de cutinase. Com base nesses dados foi gerada a superficie

de contorno para atividade da cutinase (Figura 12).

Tabela 12: Efeitos lineares (L), quadraticos (Q) e de interagdo entre varidveis do DCCR na

produgdo enzimatica. (R* = 0,89957).

Variaveis Efeitos Erro Padrio P-Valor
Média 4,52 0,23 <0,0001
Proporgao farelo de arroz/ casca de arroz(L) -0,08 0,25 0,7657

Proporgao farelo de arroz/ casca de arroz(Q) -0,57 0,26 0,0557

Temperatura (L) 0,41 0,26 0,1346

Temperatura (Q) -1,85 0,26 <0,0001
Umidade (L) 0,87 0,25 0,0077

Umidade (Q) -0,11 0,26 0,6858

Interag@o entre Propor¢do farelo de arroz/ casca de arroz 0.06 0.32 0.8457

(L) e Temperatura (L)

Interagao entre proporg¢ao farelo de arroz/ casca de arroz

L) @ Uidd (L) -0,31 0,32 0,3587

Interacdo entre Temperatura (L) e Umidade (L) 0,38 0,32 0,2694

Figura 12: Superficie de contorno para atividade de cutinase otimizada através do planejamento
DCCR para trés variaveis independentes (umidade, temperatura, composi¢do do meio). A)
Regido de atividade 6tima (vermelho escuro) quando a umidade foi fixada em 86,8%. B) Regiao
de atividade 6tima (vermelho escuro) quando a temperatura foi fixada em 26 °C. C) Regido de
atividade 6tima (vermelho escuro) quando a composi¢ao do meio foi fixada em 70% farelo de

arroz e 30% casca de arroz.
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Além das variaveis otimizadas via planejamento DCCR, outro parametro de grande
importancia no processo estatico de fermentagdo em estados so6lido ¢ a espessura da camada de
substrato (DEMIR; TARI, 2016; STREDANSKY; CONTI, 1999), pois ¢ uma variavel
relacionada ao teor de umidade durante a fermentagao (DEMIR; TARI, 2016; ZHANG et al.,
2013). Para investigar o efeito da espessura da camada de substrato na produgdo cutinase por
F. verticillioides foram realizados ensaios em frascos cilindricos variando a espessura de meio

seco de 2 a 8 cm. Os resultados sdo apresentados na Figura 13.

Figura 13: Efeito de diferentes espessuras do substrato na atividade de cutinase para processo

de producdo via FES em frascos cilindricos.
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As melhores atividades de cutinase foram obtidas para espessuras de substrato de 4 € 6
cm; sendo que para a altura de meio de 6 cm foi possivel observar uma queda leve na produgao
de cutinase. Esse resultado possivelmente esté relacionado a quantidade de oxigénio disponivel
no meio. A espessura da camada de substrato ¢ relacionada com a formagao de gradientes de
temperatura e oxigénio no leito (DEMIR; TARI, 2016). Para espessuras maiores a tendéncia ¢
possuir uma quantidade menor de oxigénio no meio (STREDANSKY; CONTI, 1999). Essa
caracteristica pode influenciar as condi¢des de transferéncia de calor e massa. O processo de

FES envolve o transporte de oxigénio e agua para a biomassa microbiana, dessa forma ¢ gerado
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calor metabolico devido a respiragdo e ao transporte de calor e didxido de carbono do interior
do substrato para a fase gasosa (DEMIR; TARI, 2016). A resisténcia a esses processos de
transferéncia leva a formagao de gradientes de concentragdo e temperatura, que podem ser
minimizados a partir do parametro de espessura do leito (DEMIR; TARI, 2016).

Além da espessura do meio, a produgdo de cutinase também foi avaliada em funcao do
tempo de fermentacdo. Um aumento relevante na producdo da enzima foi observado em todos
os pontos amostrados. A atividade de cutinase foi de 7,74 € 9, 14 U/gsubstrato, em 10 € 12 dias de
fermentagdo, respectivamente (Figura 13). Esses tempos de fermentagdo podem variar e
dependem de diversos parametros de processo. Na literatura encontram-se dados de produgao
maxima de cutinase por F. oxysporum em 72 horas (FRAGA; CARVALHO; MACEDO, 2012),
por outro lado, tempos de 10 dias de cultivo também foram observados para produgdo dessa
enzima pelo mesmo microrganismo (DEGANI, 2015). Da mesma forma, tempos de
fermentagao de 10 dias foram observados para producao de cutinase por F. verticillioides (DE
OLIVEIRA et al., 2019). Neste estudo optou-se por utilizar 7 dias de fermentacdo para uma
avaliagdo inicial de scale up. Esse tempo de fermentacdo ¢ suficiente para observar o
crescimento do microrganismo no meio, € permite uma comparagao com a produgdo de cutinase

em pequena escala durante o mesmo periodo.

Figura 14: Efeito de diferentes tempos de fermentagdo na atividade enzimatica de cutinase via

FES em frascos cilindricos.
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4.1.2 Escalonamento da producio de cutinase

A producao de cutinase foi avaliada em um biorreator para FES com capacidade para
750 g de substrato solido seco, o qual possui um sistema de aera¢do forcada na parte inferior e
permite a realizacdo de analises com dois tipos de configuragdes de processo.

A primeira configuragdo consiste em um processo com agitagdo mecanica. No presente,
estudo para essa configuragdo de biorreator utilizou-se os seguintes parametros de processo:
umidade inicial de 80%, inje¢do de ar imido no reator e agitagdo durante 5 minutos a cada 12
horas. O resultado obtido em termos de atividade enzimatica foi de 0,20 U/gsubstrato, Valores
inferiores aos alcangados em menor escala e sem agitacdo. Visualmente observou-se que ao
final da fermentacdo o substrato apresentava um teor de umidade elevado e o microrganismo
apresentou dificuldades para o crescimento. Realmente o excesso de agua pode diminuir o
rendimento da esporulacdo, pois os poros do meio sdo ocupados pela adgua, reduzindo os
espacos livres para o desenvolvimento de formas de reproducao fungica (QUIROZ et al., 2015).
Diante disso, optou-se por realizar um ensaio com umidade inicial mais baixa (60%), intercalar
a injecdo de ar entre ar umido e seco, ligando a agitacdo durante menos tempo (2 minutos) a
cada 24 h. Esse ensaio resultou em uma atividade de 0,40 U/gsusbtrato. Observou-se novamente
que o crescimento do microrganismo ndao foi semelhante ao crescimento em frascos.
Possivelmente, a agitagdo mecanica nao foi um fator positivo para producao de cutinase por F.
verticillioides via FES. Condig¢des de agitacao continua de meio s6lido usualmente resultam em
quebra da regido responsavel pela reproducao do fungo, levando a rendimentos de esporulagao
inferiores aos obtidos em meios so6lidos sem agitacdo (QUIROZ et al., 2015). Nesse caso,
aparentemente, a agitacao intermitente ja foi capaz de limitar o crescimento do microrganismo.
Sendo assim optou-se por analisar outra configuracdo de biorreator, desta vez sem agitagao.

A segunda configuracao consiste em um reator de leito fixo com inje¢do de ar na parte
inferior. O primeiro ensaio foi realizado em condi¢do de umidade inicial de 80% e injecdo de
ar umido durante os 7 dias de fermentacdo. Nessa condig¢do obteve-se uma atividade de cutinase
de 1,29 U/gsubstrato, acima do valor maximo encontrado para o reator com agitacdo mecanica
(0,40 U/gsubstrato). Um segundo ensaio foi feito em condi¢do de umidade inicial de 60% e
intercalando a inje¢do de ar seco e imido a cada 24 horas, que resultou em uma atividade de
1,02 U/gsusbirato. Esses resultados sugerem que a produgdo de cutinase por Fusarium

verticillioides via FES, utilizando casca de arroz e farelo de arroz, ¢ mais efetiva quando se
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utiliza o reator de leito fixo. A injecdo intercalada de ar seco e umido juntamente com a
condic¢do de umidade inicial parece exercer uma pequena influéncia na produgao de cutinase.
Os resultados encontrados para o biorreator de leito fixo foram visivelmente melhores
em relagdo aqueles obtidos para o reator com agitagao mecanica. As diferengas na atividade de
cutinase encontradas na literatura (DE OLIVEIRA et al., 2019) e os obtidos no presente estudo
parecem estar ligados a adi¢@o do substrato casca de arroz e ao aumento na escala de produgao.
A fermentagdo no biorreator em maior escala difere, em alguns aspectos, da fermentacao
realizada em frascos menores, principalmente no que se refere ao aumento da area da superficie
de contato do meio de fermentagdo com o ar. Isso significa dizer que o fungo ¢ exposto a mais
oxigénio, o que pode resultar em diferenga na sintese de metabolitos (DEMIR; TARI, 2016).
Outras estratégias de aumento de escala para producao de cutinase podem ser estudadas
futuramente, incluindo novas configura¢des de reator. Também € possivel avaliar diferentes
parametros do processo visando aumentar a produgdo da enzima. Um estudo mais aprofundado
sobre a variavel aeragao for¢ada, por exemplo, pode contribuir na remogao de calor do processo
e melhorar o desempenho da FES (DEMIR; TARI, 2016; RUIZ et al., 2012). Além disso, ¢
interessante avaliar a umidade relativa do meio durante o processo. Estudos anteriores mostram
que esse parametro também desempenha um papel importante na FES, auxiliando no controle
da umidade do meio e no rendimento do produto (DEMIR; TARI, 2016; MADEIRA;
MACEDO; MACEDO, 2011). Para realizacdo de um estudo mais aprofundado dessas variaveis
a aplicagdo de biorreatores miniaturizados com controle da umidade relativa e aeragao pode ser

uma alternativa.

4.2 PRODUCAO DE CUTINASE RECOMBINANTE

Esta etapa da pesquisa resultou no artigo intitulado “Functional characterization and
structural insights of three cutinases from the ascomycete Fusarium verticillioides”, que foi
submetido a revista Process Biochemistry em maio de 2023.

Diante das limita¢des de producdo da enzima pelo microrganismo selvagem utilizando
FES, nesta etapa as cutinases de F. veticillioides foram produzidas por expressao heteréloga e
estudadas individualmente. As enzimas foram selecionadas a partir da analise das sequéncias
de cutinases presentes no genoma de F. verticillioides. Um sistema de expressao procarioto foi

selecionado para estudos iniciais de caracterizacdo das enzimas. As trés cutinases selecionadas

97



foram expressas e caracterizadas funcionalmente e estruturalmente pela primeira vez. O sistema
procarioto foi escolhido devido a sua simplicidade e por apresentar ferramentas genéticas bem
descritas. Além disso, usualmente os estudos iniciais de expressdo de proteinas sdo realizados
nesse tipo de sistema. Nos topicos a seguir sdo apresentados os resultados da producdo e

caracterizagao das cutinases recombinantes.

4.2.1 Analise das sequéncias e otimizacdo de codon dos trés genes de cutinases de Fusarium

verticillioides

Os genes que codificam trés cutinases de F. verticillioides, FvCutl (FVEG _12346),
FvCut2 (FVEG _03395) e FvCut3 (FVEG_13638) foram analisados revelando a presenga do
dominio conservado da cutinase (pfam01083). A regido codificadora do gene FvCutl tinha 696
pb, codificando 232 aminodcidos. O gene FvCut2 tem 702 pb que codificam 234 aminodacidos.
FvCut3 possui uma regido codificante de 690 pb, codificando 230 aminoacidos. Todos os trés
genes contém um peptideo sinal de 16 aminoécidos previsto na regido N-terminal. FvCutl,
FvCut2 e FvCut3 tém duas ligagdes dissulfeto previstas e ndo tém locais de N-glicosilagao
previstos. FvCutl e FvCut3 tém 2 sitios de O-glicosilagdo previstos, e FvCut2 tem 4 sitios de
O-glicosilagdo previstos.

As sequéncias que codificam as proteinas foram otimizadas com base no uso de cédons
de E. coli, o peptideo sinal nativo foi removido e um codon de parada foi adicionado no C-
terminal. As sequéncias originais e otimizadas estdo disponiveis no relatorio de otimizacdo de
genes no ANEXO II. Os mapas dos vetores de expressao apds inser¢cao dos genes otimizados
estdo disponiveis nas Figuras 15, 16 e 17.

As proteinas recombinantes FvCutl, FvCut2 e FvCut3 tém uma massa molecular
prevista de 21,81, 22,71 e 21,81 kDa, respectivamente. O pl tedrico de FvCutl ¢ 4,35, de
FvCut2 ¢ 8,75 e de FvCut3 ¢ 7,82. As trés proteinas foram expressas inicalmente em E. coli
BL21 (DE3), porém a maior parte da proteina produzida nessa cepa era inativa. Para aumentar
a quantidade de proteina funcional as enzimas foram expressas em E. coli ArcticExpress (DE3).
A quantidade de proteina obtida na fragdo soliivel aumentou e as enzimas foram purificadas em
duas etapas (IMAC e SEC). Andlises SDS-PAGE das cutinases purificadas podem ser
visualizadas nas Figuras 18 e 19.

Figura 15: Mapa do vetor de expressao pET28a contendo o gene de FvCutl.
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Figura 16: Mapa do vetor de expressdo pET28a contendo o gene de FvCut2.
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Figura 17: Mapa do vetor de expressao pET28a contendo o gene de FvCut3.
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Figura 18: Analise de SDS-PAGE de FvCutl, FvCut2, e FvCut3 apos a primeira etapa de
purificagdo por IMAC. A primeira coluna corresponde ao marcador molecular (kDa). O
tamanho esperado das cutinases ¢ aproximadamente 25 kDa. As colunas FvCutl, FvCut2, e

FvCut3 correspondem as amostras purificadas contendo as respectivas cutinases.
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Figura 19: Analise de SDS-PAGE apds segunda etapa de purificagdo por SEC de A) FvCut2,
B) FvCutl e FvCut3. A primeira coluna corresponde ao marcador molecular (kDa). O tamanho

esperado das cutinases ¢ aproximadamente 25 kDa.
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4.2.2 Analise filogenética das cutinases

FvCutl, FvCut2 e FvCut3 estdo localizados no mesmo clado na arvore filogenética (Figura
19), juntamente com as cutinases de H. insolens, F. solani e A. oryzae. FvCutl ¢
filogeneticamente mais distante de FvCut2 e FvCut3. Cutinases de H. insolens, F. solani, A.
oryzae ja demonstraram atividade de hidrolise em polimeros sintéticos (ARAUJO et al., 2007;
CASTRO et al., 2019; RONKVIST et al., 2009; ZHIQIANG et al., 2009). FvCut2 e FvCut3
sdo filogeneticamente mais proximos da cutinase de F. solani. Apesar da capacidade de
hidrolisar substratos volumosos, como plasticos, as cutinases de H. insolens, F. solani e A.
oryzae preferem substratos de cadeia curta. Estudos de caracterizacdo dessas enzimas
demonstram a preferéncia por ésteres de acidos graxos com comprimentos de cadeia C2 a C6
(KAZENWADEL et al., 2012; NOVY et al., 2021; ZHIQIANG et al., 2009). A LC-cutinase ¢
uma enzima que apresenta alta capacidade para hidrolisar polimeros sintéticos, € na sua forma
selvagem também tem maior afinidade por substratos de cadeia curta (C4) (SULAIMAN et al.,
2012). Na arvore filogenética, a LC-cutinase forma um clado com as cutinases bacterianas,
filogeneticamente distante das cutinases de F. verticillioides (Figura 20). A sequéncia de
aminoacidos de LC-cutinase foi alinhada com as sequéncias das cutinases de F. verticillioides.
A Figura 21 fornece o alinhamento de sequéncia dessas enzimas e destaca as porcentagens de

identidade entre elas.
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Figura 20: Analise filogenética de sequéncias de cutinase caracterizadas recuperadas do

banco de dados CAZy, banco de dados Uniprot (dentro do grupo Sordariomycetes) e as trés
sequéncias previstas encontradas no genoma de F. verticillioides (banco de dados Ensembl

Fungi). A anélise de maxima verossimilhanga foi realizada no modo “a la carte” para classificar
as sequéncias de CE5 CDSs em acetil xilana esterases (clado vermelho) ou cutinases (clado

roxo) e PETases (clado verde).
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Figura 21: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das cutinases de F. verticillioides
(FvCutl, FvCut2 e FvCut3) e LC-cutinase, conhecida pelo potencial para hidrélise de PET. Na

parte inferior da figura sdo apresentados os percentuais de identidade das quatro enzimas
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4.2.3 Efeitos da temperatura e do pH na atividade enzimatica de FyvCutl, FvCut2 e
FvCut3

Os ensaios de caracterizagcdo das cutinases foram realizados utilizando p-NPB como
substrato. FvCutl apresentou uma temperatura 6tima de 20 °C (Figura 22). Temperaturas acima
de 30 °C diminuiram mais de 50% da atividade de FvCutl. Até onde se sabe, cutinases de
outros Fusarium sp. apresentaram uma temperatura 6tima diferente (DIMAROGONA et al.,
2015b; HU et al., 2016; NIKOLAIVITS et al., 2016; PING et al., 2017). Foram encontrados
alguns relatos de outras cutinases fungicas com temperaturas Otimas entre 20 -25 °C. Por
exemplo, a cutinase de G. cingulata expressa em P. pastoris X-33 (SEMAN et al., 2014) ¢ a
cutinase de P. pseudoalcaligenes expressa em E. coli BL21-Gold (DE3) (HAERNVALL et al.,
2018), ambas com temperatura 6tima de 25 °C. Cutinase de 4. adeninivorans expressa em A.
adeninivorans G1212 exibiu maior atividade enzimatica a 20 °C (BISCHOFF et al., 2015).

As temperaturas ideais para FvCut2 e FvCut3 foram 40 e 35 °C (Figura 22),
respectivamente. FyCut2 parece ser mais ativa em uma faixa de temperatura mais ampla, pois
manteve mais de 80% da atividade enzimatica a 35 e 45 °C. FvCut3 foi mais sensivel a variagao
de temperatura e manteve menos de 40% de atividade quando a reag@o ocorreu a 30 e 40 °C. A
temperatura 6tima de FvCut2 foi a mesma relatada para as cutinases de F. oxysporum expressa
em E. coli BL21 (DE3) (DIMAROGONA et al., 2015b) e F. solani expressa em P. pastoris X-
33 (PINGetal., 2017). Além disso, o FvCut2 ja foi expresso em P. pastoris X-33 e previamente
caracterizado funcionalmente (GU et al., 2021), apresentando uma temperatura 6tima de 50 °C,
o que difere do resultado encontrado no presente estudo. Essa diferenca pode estar relacionada
ao sistema de expressdo diferente. Sistemas de expressdo eucarioticos, como leveduras, sao
capazes de realizar modificacdes pos-traducionais, como glicosilagdo, fosforilagdo e metilacao
(KANGWA; SALGADO; FERNANDEZ-LAHORE, 2018; SHIRKE et al., 2018; SPADIUT;
HERWIG, 2015). A glicosilagdo ¢ uma ligagao covalente de um oligossacarideo com a proteina.
Este tipo de modificagdo pds-traducional pode melhorar a estabilidade da proteina e prevenir a
formac¢ao de agregados. O numero de sitios de glicosilagdo e a localizagdo desses sitios esta
diretamente relacionado com a estabilizagdo da proteina pela glicosilagio (DEKOSTER;
ROBERTSON, 1997; SHENTAL-BECHOR; LEVY, 2008, 2009; SHIRKE et al., 2018;
WANG et al., 1996). As cutinases de F. verticillioides nao tém sitios de N-glicosilagao
previstos, no entanto, elas tém sitios de O-glicosilagdo. O mesmo ocorre com a cutinase de F.

solani pisi, por exemplo (SAGT et al.,, 2000). Assim, a expressdo dessas enzimas em
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hospedeiros eucaridticos pode resultar em proteinas O-glicosiladas que, consequentemente,
podem ser mais estaveis. Isso pode estar relacionado as diferencas de temperatura entre a

cutinase de F. verticilloides expressa em E. coli € a cutinase expressa em P. pastoris.

Figura 22: Efeito da temperatura na atividade enzimatica de FvCutl, FvCut2 e FvCut3. As
reagdes ocorreram por 2 min em tampao Tris-HCl 50 mM pH 7,7, utilizando p-NPB (1 mM)

como substrato.
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Em termos de aplicacdo, o FvCut3 seria uma opg¢do interessante para aplicagdes em
formulagdes de bioherbicidas. A maioria das aplicagdes de bioherbicida ocorre em temperaturas
préoximas a temperatura 6tima de FvCut3 (DE OLIVEIRA et al., 2019b; LIMA; MACHADO-
NETO, 2001). FvCut2 pode ser explorado para a hidrolise de poliésteres como PBS,
polibutileno adipato (PBA) e polibutileno suberato (PBSub). A hidrodlise desses poliésteres
pode ocorrer em temperaturas proximas a 37 °C (BAl et al., 2018). Outra aplicacdo de cutinases
bastante explorada ¢ a hidrolise de PET. Entretanto, a hidrolise eficiente do PET ¢ facilitada
quando a reagao ocorre proximo a temperatura de transi¢ao vitrea do polimero, que ¢ de 70 °C.
A cutinase de composto de ramo de folha (LCC) foi a mais eficiente na hidrélise desse polimero
até o momento e foi necessario construir uma enzima mutante estavel em temperaturas elevadas
(TOURNIER et al., 2020).

A dependéncia do pH também foi investigada. As trés enzimas apresentaram melhor
atividade em pH neutro a alcalino. E comum que as cutinases tolerem bem uma faixa de pH
neutro a alcalino (NIKOLAIVITS et al., 2018). FvCutl, FvCut2 e FvCut3 tiveram um pH 6timo
de 9, 7 e 8, respectivamente (Figura 23). pH menor que 7 diminuiu mais de 70% da atividade
de FvCutl, assim como um pH alcalino (>10). No caso do FvCut2, as reagdes com pH acima
de 8 diminuiram 50% da atividade enzimatica e o pH acido resultou em uma reducao de 80%.
FvCut3 apresentou redugdo de atividade superior a 90% para pH acima de 9 e abaixo de 6. Os
resultados foram semelhantes aos valores de pH 6timo obtidos para outras cutinases. FvCut2
expresso em P. pastoris apresentou atividade 6tima em pH 8 (GU et al., 2021). Cutinases de
Thielavia terrestris e P. pseudoalcaligenes apresentaram pH 6timo de 7. Cutinases de F. solani
e A. fumigatus apresentaram maior atividade enziméatica em pH 7,5 e 8, respectivamente (PING
et al., 2017). Cutinases de F. oxysporum (DIMAROGONA et al., 2015b), T. terrestres (LIU et
al., 2018) e F. solani (HU et al., 2016) também apresentaram um pH 6timo de 8.

Figura 23: Efeito do pH na atividade enzimatica de FvCutl, FvCut2 e FvCut3. As reagdes

ocorreram por 2 min na temperatura 6tima de cada enzima, tampao 50 mM, usando p-NPB (1

mM) como substrato.

106



= 80

=

5 60

£ 40

i)

=20

e

E 0 =

by T 2 B4 5 4 T e 9 anrd
pH

FCut 2 S 100

80

=

s &0

L 40

k)

E 20

E 0

b 1 2«3« 5 6 T & 9 1011
pH

FCut 3 S 100

a0

B

5 &0

< 40

k)

E 20

E D T T T —

b 1 2 @@l § & 7 & 9 19
pH

4.2.4 Efeitos de solventes orginicos, ions metalicos, inibidores e detergentes na atividade

enzimatica

Prever o comportamento de enzimas na presenca de ions metélicos pode ajudar a entender
o desempenho desses biocatalisadores em misturas complexas. Diferentes compostos podem

estar presentes em misturas complexas, incluindo ions metalicos. Além disso, algumas enzimas
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requerem cofatores para manter a conformagdo do sitio ativo e até mesmo para aumentar a
estabilidade térmica. A LC-cutinase, por exemplo, tem maior estabilidade térmica na presenca
de Ca*" (TOURNIER et al., 2020). Portanto, ¢ fundamental avaliar os efeitos dos ions na
atividade enzimética (SPERANZA; MACEDO, 2013). Por esta razdo, o impacto dos fons Mg?*,
Mn?*, Ca**, Co?", Na*, K*, Ni** and Zn?" foram investigados nas concentra¢des de 1 ¢ 5 mM

(Figura 24).

Figura 24: Efeito de 1 mM (cinza claro) e 5 mM (cinza escuro) de ions metalicos na atividade
enzimatica de FvCutl, FvCut2 e FvCut3. As reagdes ocorreram por 2 min em tampao Tris-HCI
50 mM pH 9, 20 °C para FvCutl, pH 7, 40 °C para FvCut2 e pH 8, 35 °C para FvCut3, usando
p-NPB (1 mM) como substrato.
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Mg?* teve um efeito positivo na atividade de FvCutl em ambas as concentragdes
testadas, e a atividade enzimatica atingiu 116%. Os ions Ca*" (5 mM) e K* (5 mM) também
aumentaram a atividade de FvCutl para 129 e 106%, respectivamente, enquanto Mn?*, Co**,
Ni**, Zn** e Na" foram responsaveis por uma reducio. Todos os fons testados diminuiram a
atividade de FvCut2, sendo o Zn*" o fon que mais afetou a atividade enzimatica, reduzindo-a
para menos de 50%. No caso de FvCut3, a atividade da enzima aumentou para 123% na
presenga de 5 mM K.

A cutinase FvCut2 expressa em P. pastoris exibiu atividade aumentada na presenca de
K" (GU et al., 2021), diferente do resultado obtido no presente estudo. Segundo os autores,
dentre todos os ions avaliados como Ni%*, Zn**, Ca*", Mn** e Cu**, 0 ion K* foi o unico que
afetou positivamente a atividade enzimatica. Zn** e Co?* também inibiram a atividade de uma
cutinase de F. oxysporum. Possiveis explicacdes para a inibi¢do das cutinases na presenca
desses ions sao uma inibi¢ao diretamente no sitio catalitico, ou a formagao de complexos entre
ions metalicos e residuos de aminoacidos carregados negativamente (SPERANZA; MACEDO,
2013). Semelhante aos resultados obtidos para FvCutl e FvCut3 no presente estudo, uma
cutinase de F. solani foi reprimida na presenca de 1 mM de Co?*, Zn** e Mn?* enquanto
concentragdes de 1 € 10 mM de K™ aumentaram a atividade da enzima (HU et al., 2016).

A andlise dos efeitos dos solventes organicos sobre a atividade das cutinases também ¢
importante porque, em geral, as reacdoes enzimaticas podem envolver a solubilizagdo de
substratos hidrofobicos em solventes organicos (GU et al., 2021). Aplicacdes de cutinases em
reacdes de esterificacdo e transesterificagcdo, por exemplo, ocorrem na presenca de solventes
organicos (DUTTA; DASU, 2011; SPERANZA; CARVALHO; MACEDO, 2011;
SPERANZA; MACEDO, 2013). Portanto, foram investigados os efeitos de metanol, etanol,
isopropanol, butanol, acetona e DMSO sobre a atividade enzimatica de FvCutl, FvCut2 e
FvCut3, nas concentracdes finais de 15 e 30% (v/v). A maioria dos solventes apresentou efeito
negativo sobre a atividade de FvCutl, FvCut2 e FvCut3 em ambas as concentracdes testadas

(Figura 25).

Figura 25: Efeito de 15% v/v (cinza claro) e 30% v/v (cinza escuro) de solventes organicos na
atividade enzimatica de FvCutl, FvCut2 e FvCut3. As reagdes ocorreram por 2 min em tampao
Tris-HC1 50 mM pH 9, 20 °C para FvCutl, pH 7, 40 °C para FvCut2 e pH 8, 35 °C para FvCut3,
usando p-NPB (1 mM) como substrato.
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Para FvCutl e FvCut2 a presenga de DMSO na reacao reduziu a atividade enzimatica
para menos de 50%. FvCut3 manteve 97% da atividade enzimatica na presenca de 15% v/v de
DMSO, mas em uma concentragdo maior a atividade reduziu drasticamente. Da mesma forma,
nota-se que para as reacdes contendo etanol, butanol e acetona, todas as enzimas testadas
apresentaram menor ou nenhuma atividade em ambas as concentragdes. Além disso, FvCutl
foi menos tolerante a presenga de isopropanol do que metanol, FvCut2 teve sua atividade
reduzida para menos de 10% em ambos, e FvCut3 manteve em torno de 30% de atividade nas
menores concentragdes de metanol e isopropanol.

Um efeito redugdo de atividade de uma cutinase de F. oxysporum na presenga dos
solventes acetona, metanol, etanol, propanol e butanol ja foi relatado na literatura. O
isopropanol e o etanol também afetaram negativamente a atividade de trés cutinases de A.
adeninivorans. A atividade residual das trés enzimas de 4. adeninivorans foi inferior a 50% na
presenca de isopropanol. Nesse caso, o etanol teve um efeito negativo menor em relagdo ao
isopropanol (BISCHOFF et al., 2015). FvCut2 expresso em P. pastoris também exibiu menor
atividade na presenga de etanol e acetona (GU et al., 2021). Por outro lado, DMSO e metanol
ndo afetaram a atividade da enzima, padrao diferente do observado no presente estudo.

Os efeitos negativos da acetona, metanol, etanol, isopropanol e butanol na atividade das
cutinases podem estar relacionados a polaridade do solvente. A superficie das moléculas de
proteina ¢ revestida com uma camada de moléculas de agua, que mantém a proteina hidratada.
Alguns solventes organicos podem mover as moléculas de 4gua da superficie da proteina. Os
solventes também podem causar alteragcdes na organizacdo das moléculas de 4gua dentro da
proteina. Essas alteragdes podem causar distor¢des na conformagao da enzima (GU et al., 2021;
SPERANZA; MACEDO, 2013; ZHANG et al., 2020b). O DMSO, que parece ser o solvente
que menos afeta a atividade das trés cutinases, ¢ o solvente com polaridade mais semelhante a

agua, o que pode ser uma explicacdo para o efeito observado (GU et al., 2021).

Outros compostos que podem estar presentes nas formulagdes enzimaticas sdo o0s
surfactantes. Esses compostos podem ser usados em etapas de purificagdo de enzimas e em
emulsdes para evitar agregacao e precipitacdo de enzimas. Por outro lado, o uso de surfactantes
pode afetar a estrutura tercidria da enzima causando desnaturagdo. Portanto, ¢ importante
avaliar a influéncia de diferentes tensoativos na atividade enzimatica (BUSSAMARA et al.,
2010; SPERANZA; MACEDO, 2013). Os efeitos dos tensoativos Tween 80, Triton X-100 e
SDS foram avaliados nas concentra¢des de 1 e 5 mM (Figura 26). Todos os surfactantes

afetaram negativamente a atividade de FvCutl. Enquanto isso, para FvCut2, 5 mM Tween 80
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e Triton X-100 aumentaram a atividade para 224 e 379% em comparagdo com o controle.
FvCut3 teve um aumento para 231 e 330% na atividade enzimatica em 1 mM. Em outro estudo,
a cutinase de G. cingulata foi inibida por Tween 20 e Triton X-100 (SEMAN et al., 2014),
enquanto uma cutinase de 7. terrestris teve um aumento significativo de atividade na presenca
de Tween 20 e Triton X-100 (DUAN et al., 2019).

O SDS resultou em um efeito negativo na atividade enzimatica das trés enzimas, o que
corrobora com os resultados obtidos para FvCut2 expressa em P. pastoris (GU et al., 2021) e
para a cutinase de G. cingulata (SEMAN et al., 2014). No entanto, esse resultado ¢ diferente
do observado para a cutinase de F. oxysporum que apresentou aumento da atividade enzimatica
na presenga de 1 mM de SDS (SPERANZA; MACEDO, 2013).

Também foi avaliada a atividade das cutinases na presenga do inibidor de protease
PMSF e do agente quelante EDTA, ambos nas concentragdes de 1 e 5 mM. PMSF (5 mM)
aumentou a atividade de FvCutl para 124%, enquanto para FvCut3, usando 1 mM de PMSF a
atividade aumentou para 210%. A presenca de EDTA, um quelante de ions metalicos inibiu a
atividade de FvCutl e FvCut3, embora tenha aumentado a atividade de FvCut2 em 111%. Os
resultados relacionados ao efeito do EDTA na atividade do FvCut2 sdo consistentes com a
reducdo da atividade da enzima na presenca de ions (BUSSAMARA et al., 2010) o que sugere
que o0 EDTA pode atuar como um quelante, ligando-se aos ions presentes no meio e favorecendo
a atividade de FvCut2. No entanto, o efeito positivo do EDTA na atividade do FvCut2 ¢
diferente do observado (GU et al., 2021).

Figura 26: Efeitos de 1 mM (cinza claro) e 5 mM (cinza escuro) de inibidores e detergentes na

atividade enzimatica de FvCutl, FvCut2 e FvCut3.
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4.2.5 Parametros cinéticos de FvCutl, FvCut2 e FvCut3

Os parametros cinéticos de FvCutl, FvCut2 e FvCut3 foram calculados em temperatura
e pH 6timos, usando p-NPB como substrato (Tabela 13). FvCutl exibiu maior eficiéncia
enzimatica (Kca/ Km) em p-NPB em comparacao com FvCut2 e FvCut3. Uma cutinase de F.
solani apresentou um Ky, de 1,37 mM em p-NPB (SPERANZA; MACEDO, 2013), diferente
das cutinases de F. verticillioides. Outra cutinase nativa do mesmo microrganismo apresentou
Km de 0,27 mM em p-NPB e alta eficiéncia catalitica (Kcat/Km 0f 3.214 s uM 1) (CHEN et al.,
2010). A cutinase de G. cingulata apresentou valor de Km de 20 mM e eficiéncia catalitica 2,2

mM-'s! no mesmo substrato.

Tabela 13: Parametros cinéticos de FvCutl, FvCut2 e FvCut3.

Parametros cinéticos FvCutl FvCut2 FyvCut3
Kn (mM) 0,05 0,11 0,22
Vimax (mmol.min!.mg!) 175,44 80,00 169,49
Keat (s 64,98 30,30 62,77
Keat/ Kim (mM's) 1299,00 302,72 285,31

4.2.6 Estrutura tridimensional das cutinases de Fusarium verticillioides

Os modelos estruturais de FvCutl, FvCut2 e FvCut3 foram obtidos por modelagem de
homologia, utilizando o servidor SWISS-MODEL. Estruturas resolvidas de outras cutinases
foram usadas como moldes. Os parametros globais GMQE e QMEANDisCo, calculados pelo
servidor SWISS-MODEL, fornecem uma medida da qualidade do modelo gerado. GMQE e
QMEAND:IisCo global variam de 0 a 1, com niimeros mais altos indicando maior qualidade.
Além dos parametros globais GMQE e QMEANDIsCo, a validagdo complementar dos modelos

gerados foi realizada usando o grafico Ramachandran (https://zlab.umassmed.edu/bu/rama/).

Os graficos de Ramachandran estdo disponiveis no ANEXO C.

A cutinase de H. insolens (PDB: 40YY.1) foi usada como modelo para FvCutl, a
identidade de sequéncia entre as duas enzimas ¢ de 58%. Os parametros GMQE e
QMEAND:IsCo globais calculados foram 0,78 e 0,81 = 0,06, respectivamente. Na plotagem de

Ramachandran, 97% dos residuos foram plotados em regides de alta preferéncia. Para modelar
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FvCut2, a cutinase de F. solani (PDB: 1XZM.1.A) foi usada como modelo, ambas apresentam
76% de identidade. Os parametros GMQE ¢ QMEANDIisCo globais calculados foram 0,86 ¢
0,88 £ 0,06, respectivamente. Na plotagem de Ramachandran, 99% dos residuos foram plotados
em regioes de alta preferéncia. Por fim, a modelagem FvCut3 foi baseada na cutinase de F.
oxysporum (PDB: 5AJH.2.A), a identidade de sequéncia entre elas ¢ de 97%. Os parametros
GMQE ¢ QMEANDIsCo globais calculados foram 0,91 e 0,89 £+ 0,06, respectivamente. Na
plotagem de Ramachandran, 99% dos residuos foram plotados em regides de alta preferéncia.

A andlise visual das estruturas de FvCutl, FvCut2, FvCut3 e seus respectivos modelos
sobrepostos revelam uma dobra geral quase idéntica entre as cutinases de F. verticillioides e os
modelos usados para modelagem por homologia (Figura 27A I-I1I). Um modelo de superficie
de acesso ao solvente foi gerado para as trés cutinases e diferengas na abertura do sitio catalitico
podem ser observadas (Figura 27B I-I1I). FvCutl possui um sitio ativo mais estreito, o que pode
estar relacionado a maior eficiéncia enzimatica de FvCutl com o substrato p-NPB, que possui
uma cadeia de carbono curta (C 4) e, portanto, ¢ um substrato ndo volumoso. J& FvCut2
apresenta uma abertura do sitio catalitico maior e eficiéncia enzimatica menor em relagdo a
FvCutl. FvCut3, que possui a maior abertura de sitio catalitico também ¢ a enzima com menor
eficiéncia em p-NPB. Apesar da variacao na arquitetura ao redor do sitio catalitico, a triade
catalitica e o orificio de oxianion sdo conservados entre as cutinases. O orificio oxianion de
FvCutl é composto por Thr157 e Gly155, FvCut2 ¢ composto por Thr156 e Gly15 e FvCut3 ¢
composto por Thr151 e Gly149. Detalhes da triade catalitica das trés enzimas podem ser vistos
na Figura 27C I-III. A triade catalitica esta localizada em uma fenda rasa com os residuos de
aminoacidos da triade expostos ao solvente. Essa caracteristica ¢ considerada exclusiva das
cutinases e diferencia cutinase de lipase (CHEN et al., 2010; NOVY et al., 2021).

As trés cutinases apresentam um Unico dominio e sdo proteinas aff com uma folha 3
central de 5 fitas circundada por hélices, um enrolamento tipico de o/ hidrolases (KOLD et al.,
2014; NARDINI; DIJKSTRA, 1999). A folha  central ¢ conservada em toda a familia lipase-
cutinase. Variagoes significativas nas estruturas de lipases e cutinases geralmente ocorrem nas
estruturas de hélice e loop (KOLD et al., 2014). Comparando as estruturas de hélice e loop de
FvCutl, FvCut2 e FvCut3 algumas diferencas podem ser observadas na Figura 28A I-III e
Figura 28B I-1IL. E possivel visualizar uma pequena hélice em FvCutl (Figura 28A I) que esta
ausente em FvCut2 (Figura 28A 1I) e FvCut3 (Figura 28A III). Ha também uma diferenca na
hélice onde as histidinas da triade catalitica de FvCutl (Figura 28B I) e FvCut3 (Figura 28B
IIT) estdo localizadas em comparagdo com FvCut2 (Figura 28B II). FvCut2 apresenta uma hélice

mais longa em comparagao com FvCutl e FvCut3.
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Figura 27: Detalhes estruturais de FvCutl, FvCut2 e FvCut3. A). Modelo geral da estrutura de
FvCutl sobreposta com o template HiC (PDB: 40YY.1) (I), FvCut2 e FsC (PDB: 1XZM.1)
(1), FvCut3 e FoC (PDB: 5AJH.2) (II). B) Modelo da superficie de acesso ao solvente com o
sitio catalitico destacado em amarelo para FvCutl (1), FvCut2 (II) e FvCut3 (III). C) Detalhes
do sitio catalitico mostrando a triade catalitica (Asp, His, e Ser) para FvCutl (I), FvCut2 (II) e
FvCut3 (III).

Serll?

Serll6

II.

Serl2l

1
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A folha B de FvCutl ¢ formada por 5 fitas paralelas, circundadas por 11 a-hélices. Cada
uma das fitas que compdem a folha f é formada por Ala42-Ala47, Trp76-Gly79, Vall21-
Tyr126, Gly150-Phel154 e Thr174-Phel77. As a-hélices sdo formadas por Asp30-Asp33,
Thr59-Ala71, Leu88-Phe92, Asp99-Lysl15, GInl128-Glul39, Alal43-GInl47, Asnl59-
Leul62, Thr171-Lys173, Leul83-Asp186, Pro193-1948-1 e Tyr2. A enzima tem 2 pontes
dissulfeto. Uma das pontes dissulfeto liga os residuos Cys178 e Cys185, a outra liga Cys31 e
Cys109 (Figura 29A).

FvCut2 também possui em sua estrutura 5 fitas paralelas que formam a folha 3. Diferente

de FvCutl, FvCut2 tem 9 o hélices. As fitas que compdem a folha  sdo formadas por Val40-
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Alad5, Val74-Gly78, Lys119-Tyr125, Gly149-Phel53 e Thr173-Phel76. As a-hélices sao
formadas por Asp28-Asn31, Leu57-Tyr69, Leu87-Ala91, Ser98-Lysl14, GInl127-Aspl38,
Thr141-Lys146, Argl70-Argl72, Leul82-Ser187 e Alal92-Ala215. Como FvCutl, FvCut2
também possui 2 pontes dissulfeto. Uma das pontes dissulfeto liga os residuos Cysl177 e
Cys184, a outra liga Cys37 e Cys115 (Figura 29B).

As 5 fitas que compdem a folha  de FvCut3 sdo formadas por Val40-Ala45, Val74-Gly78,
Lys119-Tyr125, Gly149-Phe153 e Thr173-Phel76. Diferente das outras duas cutinases de F.
verticillioides, a folha B de FvCut3 ¢ cercada por 10 hélices a. As hélices sao compostas por
Asp23-Asn26, Leu52-Tyr64, Leu82-Ala86, Ser93-Lys109, GInl122-Asp133, Alal36-Lys141,
Glul65-Argl67, Leul 77-Thr180, Ala187-Alal90 e Tyr192-Ala211. FvCut3 também possui 2
pontes dissulfeto. Uma das pontes liga os residuos Cys172 e Cys179, a outra liga Cys32 e
Cys110 (Figura 29C).

A ponte dissulfeto de FvCutl, que liga Cys178 e Cysl85, pode ser responsavel por
estabilizar a al¢a B-a onde esta localizado o aspartato, um dos residuos do sitio catalitico da
enzima. A mesma hipétese pode ser aplicavel para a ponte dissulfeto de FvCut2 que liga Cys177
e Cys184 e a ponte dissulfeto de FvCut3 que liga Cys172 e Cys179 (DIMAROGONA et al.,
2015b; WON; YIM; KIM, 2022).

Figura 28: Diferencas estruturais de FvCutl, FvCut2 e FvCut3 sdo destacadas com um circulo

preto. O sitio ativo de cada enzima esta destacado em amarelo.
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Figura 29: Estrutura das cutinases com identificac¢do das ligagdes dissulfeto (verde) de FvCutl

(A), FvCut2 (B) e FvCut3 (C). Os sitios ativos das enzimas estdo destacados em amarelo.
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Com base nas caracteristicas estruturais das trés cutinases, pode-se esperar que FvCutl
apresente as maiores limitagdes para aplicagdo em processos de hidrolise de substratos
volumosos, devido a estreita abertura do sitio ativo da enzima. Além do tamanho do substrato,
outros fatores podem interferir nas reagdes de hidrolise. A degradagdo de alguns poliésteres,
por exemplo, pode depender da relagio CH2/CO, morfologia do polimero e caracteristicas
térmicas (BAI et al., 2018; CUI; QIU, 2015; LIU et al., 2019; ZUMSTEIN et al., 2016). Para
entender melhor o potencial de aplicacao de FvCutl, FvCut2 e FvCut3, € necessaria uma analise
aprofundada do mecanismo de degradacdo de substratos especificos.

A localizagao da triade catalitica das cutinases de F. verticillioides, em uma fenda rasa
exposta ao solvente, ¢ semelhante ao observado para as cutinases dos ascomicetos F. solani e
A. nidulans e dos basidiomicetos Cryptococcus sp. € C. cinerea. Todas essas cutinases
pertencem a familia CE5 (NOVY et al., 2021). A cutinase de F. solani ja foi avaliada quanto
ao potencial de degradacdo do PET. Para melhorar o encaixe de substratos volumosos no sitio
catalitico dessa enzima, foram feitas mutagoes na fenda onde se localiza a triade catalitica. Um
aminoacido volumoso (leucina 182) foi substituido por um aminoacido menor (alanina). Essa
muta¢do melhorou o ajuste do substrato modelo e aumentou a atividade da enzima em 5 vezes
no PET (ARAUJO et al., 2007). A variante LC-cutinase (TOURNIER et al., 2020), uma das
enzimas mais eficientes na hidrdlise do PET atualmente e que ndo pertence a familia CES,
também possui um sitio catalitico do tipo fenda rasa exposto ao solvente. Essa cutinase, como
a citada acima, foi construida para melhorar o encaixe de substratos volumosos no sitio
catalitico e, adicionalmente, aumentar a estabilidade térmica (TOURNIER et al., 2020; ZENG
et al., 2022).

Um diferencial da LC-cutinase ¢ sua atividade em altas temperaturas. Enzimas estaveis
em temperaturas elevadas sdo interessantes para a hidrélise do PET, pois a temperatura de
transi¢do vitrea desse polimero varia de 65 a 70 °C. Nessa temperatura, o plastico fica mais
flexivel e facilita o acesso da enzima ao substrato (MARTEN; MULLER; DECKWER, 2005;
ZENG et al., 2022). A LC-cutinase ¢ uma enzima termofilica. A enzima selvagem tem uma
temperatura 6tima de 50 °C e uma temperatura de fusdo de 85 °C (SULAIMAN et al., 2012).
As variantes de LC-cutinase (TOURNIER et al., 2020; ZENG et al., 2022) tém uma temperatura
otima de 72 e 74 °C e temperaturas de fusdo de 94 e 99 °C.

Apesar da maior eficiéncia das enzimas termofilicas na degradacdo do PET, ha esforcos

para construir enzimas capazes de hidrolisar plasticos em temperaturas moderadas
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(ALTAMMAR et al., 2022; CUI et al., 2019; JOO et al., 2018; LU et al., 2022), pois isso
reduziria os custos operacionais do processo. Além disso, uma parte consideravel dos plasticos
¢ descartada de forma inadequada em ambientes naturais e enzimas capazes de atuar em
temperatura ambiente possibilitariam o desenvolvimento de processos de degradagdo in situ
(LU et al., 2022; WORM et al., 2017). Considerando que as cutinases de F. verticillioides
apresentam atividade 6tima em temperaturas amenas e possuem sitio catalitico semelhante ao
de outras cutinases com potencial para hidrolise de plésticos, realizou-se um teste de hidrélise

de PET com FvCutl, FvCut2 e FvCut3. Os resultados sao apresentados no préximo tépico.

4.2.7 Analises de hidrdlise de PET

As reacdes de hidrélise foram realizadas em duas temperaturas diferentes (30 e 50 °C).
Analisando o cromatograma das amostras de PET apos hidrélise com FvCutl, FvCut2 e
FvCut3, ndo foi possivel observar picos correspondentes aos produtos da hidrolise de PET (TPA
e BHET). Os tempos de reten¢do aproximados para os padroes TPA e BHET sdode 9 ¢ 11 min,
respectivamente. Nas condi¢des de hidrolise avaliadas, ndo foram observados picos nesses
tempos de retencdo (Figuras 30 e 31). Portanto, ndo ¢ possivel afirmar que as cutinases de F.

verticilloides sejam capazes de degradar o PET nas condic¢des avaliadas.
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Figura 30: Cromatograma A.) dos produtos padrao da hidrélise de PET (TPA e BHET), B.) da reagdo controle (sem enzima) e as amostras de PET
apos hidrolise enzimatica com FvCutl, FvCut2 e FvCut3 a 30 °C.
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Figura 31: Cromatograma A.) dos produtos padrdo da hidrélise de PET (TPA e BHET), B.) da reacdo de controle (sem enzima) e as amostras de
PET apos hidrélise enzimatica com FvCutl, FvCut2 e FvCut3 a 50 °C.
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Embora ndo tenha sido possivel observar picos nos tempos de retencao correspondentes

aos padroes TPA e BHET, observou-se picos em outros tempos de retencdo. As informagdes

sobre os picos visualizados sdo fornecidas na Tabela 14. Os picos vistos para as reagdes com

FvCutl, FvCut2 e FvCut3 nao foram observados na amostra controle. Portanto, possivelmente

ocorreu uma reagao de hidrolise, gerando produtos nao identificados.

Tabela 14: Comprimentos de onda e tempos de retencdo para os picos detectados no

cromatograma das amostras de PET apos hidrolise com FvCutl, FvCut2 e FvCut3 nas

temperaturas de 30 e 50 °C.

Temperatura de hidrolise

Tempo de retencao

Comprimento de

(°O) Enzima (min) onda (nm)

FvCutl 4 259

FvCut2 6 274

30 3,5 262
FvCut3 6 274

6,5 273

FvCutl 3,5 261

S0 FvCut2 iz izf
FvCut3 3 261
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5 CONCLUSAO

Este estudo forneceu insights para o aumento de escala da producdo de cutinase de F.
verticillioides via FES. Genes que codificam cutinases produzidas pelo fungo filamentoso
foram selecionados, as enzimas foram expressas em um hospedeiro heterdlogo procarioto e pela
primeira vez na literatura sdo fornecidas informagdes sobre as caracteristicas funcionais e
estruturais dessas cutinases.

A otimizacdo da producdo de cutinase via FES indicou que a melhor atividade
enzimatica ocorreu com uma composicao do meio de 70% farelo de arroz, 30% casca de arroz,
temperatura de 28 °C, umidade inicial de 87%, 12 dias de fermentacao e utilizando uma camada
de substrato com espessura de 4 a 6 cm. A adicdo de casca de arroz ao substrato conduziu a
bons resultados (9,14 U/g) apds otimizacdo, mas aparentemente apresenta algumas limitagdes
que podem estar relacionadas a dificuldade de acesso da enzima ao substrato. O scale up em
biorreator de leito fixo (atividade maxima de 1,29 U/g) resultou em melhores atividades em
relacdo ao biorreator com agitacdo mecanica (atividade maxima de 0,40 U/g). No entanto, as
condi¢des ambientais na etapa de scale up diferem em alguns aspectos daquelas aplicadas em
frascos de menor escala. Esse fato parece explicar a diferenca nos valores de atividade de
cutinase encontrados nos reatores de maior escala e abre possibilidades de novos estudos para
otimizar o scale up da produgdo de cutinase via FES.

As trés cutinases produzidas por expressao heterdloga possuem algumas diferencas
funcionais e estruturais. Filogeneticamente, FvCutl ¢ a cutinase mais distante entre as trés
enzimas estudadas. A temperatura 6tima de FvCutl foi de 20 °C, significativamente menor em
comparagdo com FvCut2 e FvCut3 que possuem temperaturas Otimas de 40 e 35 °C,
respectivamente. As faixas de temperatura ideais de FvCut2 e FvCut3 sdo consistentes com as
temperaturas exigidas para aplicagdes agricolas em formulagdes de bioherbicidas ou outras
aplicacdes que ndo exijam temperaturas elevadas. As trés cutinases foram intensamente inibidas
por metanol, etanol, isopropanol, butanol e acetona. Os surfactantes Tween 80 e Triton X-100
potencializaram significativamente a atividade de FvCut2 e FvCut3. Em termos estruturais, as
trés cutinases possuem um sitio catalitico do tipo fenda rasa exposto ao solvente. Este tipo de
sitio catalitico ¢ tipico de varias cutinases. Existe uma pequena diferencga na abertura dos sitios
cataliticos das trés enzimas. FvCutl tem uma abertura do sitio ativo mais estreita e exibiu menor
eficiéncia catalitica utilizando substrato p-NPB, um substrato de carbono de cadeia curta. A
pequena abertura do sitio catalitico pode influenciar na capacidade de hidrolise de determinados

substratos, portanto FvCutl pode apresentar maiores limitacdes de aplicagdo em substratos
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volumosos. FvCut2 e FvCut3 apresentaram uma eficiéncia catalitica maior em p-NPB em
comparagdo a FvCutl. A enzima com maior eficiéncia catalitica em p-NPB foi FvCut3, que
possui uma fenda de ligagdo ao substrato mais aberta. Um teste de hidrdlise de um substrato
volumosos (PET) foi realizado com as trés enzimas individualmente e aparentemente FvCutl,
FvCut2 e FvCut3 apresentam dificuldades para hidrolisar esse substrato. No entanto, apenas
uma caracterizagdo mais avancada da atividade enzimdtica em substratos volumosos pode
confirmar esta hipotese.

O desenvolvimento do presente estudo foi capaz de fornecer informacgdes essenciais
para orientar a producao de cutinases de F. verticillioides e fundamentar decisoes referentes a
aplicagdes. Explorar a ampla gama de aplicagdes potenciais dessas enzimas requer um
conhecimento profundo da biodiversidade das cutinases e das relagdes estrutura-funcgao e este

estudo contribui para constru¢ao desse conhecimento.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a producdo de cutinase por F. verticillioides via FES em biorreatores
miniaturizados.

e Explorar os sistemas heterdlogos eucariotos para expressao das cutinases.

e Aplicar métodos computacionais para prever a interagdo das cutinases com diferentes
substratos.

e Aplicar métodos computacionais para prever mutagdes que possam melhorar a

estabilidade e a atividade enzimatica.
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Marca: NA Temp. do Rec.da Amostra: AMB°C
Data e Hora da Coleta: NA N° do Lote: NA N? do Lacre: NA
N.Amostras: 1 NO°.Unid.Amostrais: 1 Peso/Volume: 500,0 gramas
Amostrado e Coletado por: Cliente Embalagem: plastica

Fabricante: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Solicitante: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Responsavel: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Av./Rua: luiz oscar de carvalho 75

Complemento: bloco a2 apto 31

Bairro: trindade CEP: 88036400
Cidade: florianopolis UF: sSC
CNPJ/CPF: 031.063.890-95 Inscricdo Estadual:

Observagoes Gerais:
RESULTADOS DE ENSAIOS

DATA DE INICIO DO(S) ENSAIO(S): 30/07/2019 DATA DE TERMINO DO(S) ENSAIQ(S): 21/08/2019
FiSICO-QUIMICA Analista: Jusciele Nicolladelli Uller - RG: 4813952
Carboidratos totais (para VD) 25,9 ¢/100g (Método: RDC n° 360)

Gordura (lipidios) 19,84 ¢/100g (Método: IAL, p. 119)

Proteina 12,33 ¢/100g (N total X 5,75) (Método: ACAC, n° 991.20)
Residuo mineral fixo 10,84 g/100g (Método: IAL, p. 105)

Umidade e volateis 8,50 g/100g (Método: IAL, p. 98)

Metodologia(s):

(***JASSOCIATION OF OFFICIAL AMALYTICAL CHEMISTS (AOAC). Official Methods of the AOAC International, 20th ed. Maryland/USA: AOAC,
2016.

(™)INSTITUTO ADOLFQ LUTZ. Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz. v.1: Métodos quimicos e fisicos para andlise de alimentos, 4 ed. Brasilia:
Editora MS, 2005. 1018 p.

("BRASIL. Ministério da Satide, ANVISA Resolugdo - RDG n° 360, de 23 de dezembro de 2003. Regulamento técnico sobre rotulagem nutricional de
alimentos embalados. D.0.U. de 26/12/2003. Brasilia: Ministerio da Agricultura e Abastecimento, 2003.
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Continuagéo Protocolo: 3838 Data de Entrada: 26/07/2019

INTERPRETAGAO DO(S) RESULTADO(S) DO(S)
ENSAIO(S)

Amostra analisada apresentou os resultados acima descritos.

Este CERTIFICADO DE ENSAIO(S) refere-se somente ao material submetido ao(s) ensaio(s) e néo podera ser reproduzido parcialmente sem
a prévia autorizagdo do LABCAL.

O LABCAL néo se responsabiliza pela amostragem, coleta e transporte do material enviado para a realizagio de ensaio(s), caso ndo seja
mencionado o contrario.

As informagbes referentes 3 amostragem elou coleta ndo fazem parte do(s) ensaio(s) e apenas asseguram que as condigdes de recebimento
sdo adequadas para a execugéo dos mesmos.

Floriandpolis-SC, 21 de Agosto de 2019

JORGE DOMINGOS  Assinado deforma digital por

DE SOUSA: JORGE DOMINGOS DE SOUSA:
z 07640578981
07640578981 Dados: 2019.08.21 16:52:31 -03'00"
Signatério Autorizado

Este protocolo foi emitido para WEB. E possivel realizar a valid acio do mesmo pelo site: hitp://www._labcal.ufsc.br, clicando no menu
VALIDAR LAUDO e informando o seguinte codigo: 4977.020 1938.380 0260.739
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4 UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

R =t CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

% % ‘:‘;} DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL

%’F‘i LABORATORIO DE ANALISES - LABCAL

Rod. Admar Gonzaga, 1346, Itacorubi, Floriandpolis, SC - Brasil - CEP 88034-001
UFSC Fone: (48) 3334-2047/ 37215392 / 3721-5391 - E-mail: labcal @contato.ufsc.br
RELATORIO DE ENSAIO
Protocolo: 3839/2019 Data de Entrada: 26/07/2019

Nome do Produto: FARELO DE ARROZ
Data de Fabricagao: NA Data de Vencimento: NA
Marca: NA Temp. do Rec.da Amostra: AMB°C
Data e Hora da Coleta: NA N2 do Lote: NA N2 do Lacre: NA
N.Amostras: 1 N¢.Unid.Amostrais: 1 Peso/Volume: 500,0 gramas
Amostrado e Coletado por: Cliente Embalagem: plastica

Fabricante: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Solicitante: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Responsavel: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Av./Rua: luiz oscar de carvalho 75

Complemento: bloco a2 apto 31

Bairro: trindade CEP: 88036400
Cidade: florianopolis UF: SC
CNPJ/CPF: 031.063.890-95 Inscricdo Estadual:

Observagbes Gerais:
RESULTADOS DE ENSAIOS

DATA DE INICIO DO(S) ENSAIO(S): 05/08/2019 DATA DE TERMINO DO(S) ENSAIO(S): 21/08/2019
TECNOLOGIA DE CEREAIS - CERES Analista: Alicia de Francisco -

Fibra alimentar total 22691100 g(*)

Metodologia(s):

(*JASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC). Official Methods of the ACAC International, 18th ed. Maryland/USA: AOAC, 2005.

INTERPRETAGAO DO(S) RESULTADO(S) DO(S)
ENSAIO(S)

Amostra analisada apresentou o resultado acima descrito.

Este CERTIFICADO DE ENSAIO(S) refere-se somente ao material submetido ao(s) ensaio(s) e nao podera ser reproduzido parcialmente sem
a prévia autorizagdo do LABCAL.

O LABCAL ndo se responsabiliza pela amostragem, coleta e transporte do material enviado para a realizacio de ensaio(s), caso ndo seja
mencionado o contrario.

As informagdes referentes a amostragem elou coleta ndo fazem parte do(s) ensaio(s) e apenas asseguram que as condigdes de recebimento
sdo adequadas para a execugdo dos mesmos.

Floriandpolis-SC, 21 de Agosto de 2019

ALICIA DE FRANCISCO DE Assinado de forma digital por ALICIA
DE FRANCISCO DE CASAS:98402617972

CASAS:98402617972 Dados: 2019.08.21 14:10:32-0300"

) Signatério Autorizado
Este protocolo foi emitido para WEB. E possivel realizar a validagéo do mesmo pelo site: http://www.labcal.ufsc.br , clicando no menu
VALIDAR LAUDO e informando o seguinte cédigo: 4977.020 1938.390 0260.765

| Documento N2 [ Revisdo I Data da Emissdo \ Pagina |
| GQ-POP 001-7.8 | 05 | 18/03/2019 | 1de1 |

157



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
LABORATORIO DE ANALISES - LABCAL
Rod. Admar Gonzaga, 1346, Itacorubi, Florianopolis, SC - Brasil - CEP 88034-001
Fone: (48) 3334-2047/ 3721-5392 / 3721-5391 - E-mail: labeal@contato.ufsc.br

RELATORIO DE ENSAIO
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Protocolo: 3840/2019 Data de Entrada: 26/07/2019
Nome do Produto: CASCA DE ARROZ

Data de Fabricagdao: NA Data de Vencimento: NA

Marca: NA Temp. do Rec.da Amostra: AMB°C
Data e Hora da Coleta: NA N° do Lote: NA N? do Lacre: NA
N.Amostras: 1 NO°.Unid.Amostrais: 1 Peso/Volume: 500,0 gramas
Amostrado e Coletado por: Cliente Embalagem: plastica

Fabricante: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Solicitante: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Responsavel: CAROLINE TORRES DE OLIVEIRA
Av./Rua: luiz oscar de carvalho 75

Complemento: bloco a2 apto 31

Bairro: trindade CEP: 88036400
Cidade: florianopolis UF: sSC
CNPJ/CPF: 031.063.890-95 Inscricdo Estadual:

Observagoes Gerais:
RESULTADOS DE ENSAIOS

DATA DE INICIO DO(S) ENSAIO(S): 30/07/2019 DATA DE TERMINO DO(S) ENSAIQ(S): 21/08/2019
FiSICO-QUIMICA Analista: Jusciele Nicolladelli Uller - RG: 4813952
Carboidratos totais (para VD) 10,2 ¢/100g (Método: RDC n° 360)

Gordura (lipidios) <0,1g/100g (Método: IAL, p. 119)

Proteina 1,56 g/100g (N total X 5,75) (Método: AOAC, n° 991.20)
Residuo mineral fixo 1740 g/100g (Método: IAL, p. 105)

Umidade e volateis 8,62 g/100g (Método: IAL, p. 98)

Metodologia(s):

(***JASSOCIATION OF OFFICIAL AMALYTICAL CHEMISTS (AOAC). Official Methods of the AOAC International, 20th ed. Maryland/USA: AOAC,
2016.

(™)INSTITUTO ADOLFQ LUTZ. Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz. v.1: Métodos quimicos e fisicos para andlise de alimentos, 4 ed. Brasilia:
Editora MS, 2005. 1018 p.

("BRASIL. Ministério da Satide, ANVISA Resolugdo - RDG n° 360, de 23 de dezembro de 2003. Regulamento técnico sobre rotulagem nutricional de
alimentos embalados. D.0.U. de 26/12/2003. Brasilia: Ministerio da Agricultura e Abastecimento, 2003.
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Continuagéo Protocolo: 3840 Data de Entrada: 26/07/2019

INTERPRETAGAO DO(S) RESULTADO(S) DO(S)
ENSAIO(S)

Amostra analisada apresentou os resultados acima descritos.

Este CERTIFICADO DE ENSAIO(S) refere-se somente ao material submetido ao(s) ensaio(s) e néo podera ser reproduzido parcialmente sem
a prévia autorizagdo do LABCAL.

O LABCAL néo se responsabiliza pela amostragem, coleta e transporte do material enviado para a realizagio de ensaio(s), caso ndo seja
mencionado o contrario.

As informagbes referentes 3 amostragem elou coleta ndo fazem parte do(s) ensaio(s) e apenas asseguram que as condigdes de recebimento
sdo adequadas para a execugéo dos mesmos.

Floriandpolis-SC, 21 de Agosto de 2019

JORGE DOMINGOS Assinado de forma digital por

JORGE DOMINGOS DE SOUSA:
DE SOUSA: 07640576981
0764057898] Dados: 2019.08.21 165303 -03'00
Signatério Autorizado

Este protocolo foi emitido para WEB. E possivel realizar a valid acio do mesmo pelo site: hitp://www._labcal.ufsc.br, clicando no menu
VALIDAR LAUDO e informando o seguinte codigo: 4977.020 1938.400 0260.7 35
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ANEXO B — Relatorios de otimizacio de genes

Relatorio de otimizagao de FvCutl.

Biomatik
Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515

@ B’ DMAT"( Email:info@biomatik.com

hitp-//www.biomatik.com

Optimization Report

Sequence optimization information:
Gene Name:Cutinase 1

Expression System:Escherichia coli
Gene Length:651 (bp)

1.Codon Used Adjustment

The best value is 1 for sequence optimization.

Codon Usege Adjust
100

80
60
40
20
0

EREEERIEE
Relative Codon
CAI: 0.71
Before Codon Adjustment
Codon Usege Adjust
100
80
60
40
20

g3
Relative Codon

CAI: 0.96
After Codon Adjustment

2.Codon Used Distribution

Show the relative codon used distribution
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@ BIOMVIATIK

Biomatik

Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515
Emailiinfo@biomatik.com

http:/fwww._biomatik.com
Original Sequence Codon
100
80
60
40
20
Pl - - - o o N i o
SRR R R R R R N RN e R R R R
Codon Code
Before Optimization
Optimized Sequence Codon
100
80
60
40
20
o - . l-.-l-l-.-l-—l-.--.-—-—-—-r—-rl-.-l!-:l-—-l-l-r-r—-.—.
: FEEPEREEELTEE EE s65528885882588
Codon Code
After Optimization
3.GC Content:
The comparison of GC content between original sequence and optimized sequence
Original GC Content
100
80
80
70
&0
0
40
30
20
10
o+
19 119 219 319 419 519 619
Base Position
GC: 0.52
Before Optimization
Optimized GC Content
100
80
80
70
80
S0
40
30
20
10
o+
19 119 219 319 419 519 619
Base Position
GC: 0.54
After Optimization
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Biomatik
Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515

@ B’o MAT"( Email:info@biomatik.com

http-/fAvww biomatik.com

4.Restriction Enzyme And Avoid Sequence

Restriction Name Original Optimization
BamHI 0 0
Bglll 1 0
EcoRI 1 0
HindIII 0 0
Kpnl 0 0
Sacl 0 0
Sall 0 0
Spel 0 0
Xbal 0 0
XhoI 0 0
Notl 0 0
Removed Original Optimization
GGTAAG 0 0
GGTGAT 0 0
AATAAA 0 0
ATTAAA 0 0
ATTTA 0 0
TTTTTT 0 0
AAAAAAA 0 0
AGGTATGT 0 0
ATTTA 0 0
GATC 0 0
MAGGTRAGT 0 0
TACTAAC 0 0
TATAAA 0 0
TATATA 0 0
TTATTTATT 0 0
YYYYNTAGG 0 0

5.Removed Repeats
Before Optimization
After Optimization
6.0ptimized Sequence

TTCCCGACCGCCAGTAGCAATAAGAAACGTGCCGTGGCCGCACAGGATGTTAATCTGCTGGAAGCACGCGATCTGCT

Integrated Products & Services for Life Sciences
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Biomatik
Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515

@ B’o MAT"( Email:info@biomatik.com

http-/fAvww biomatik.com

GAATCGCAATGATATTGAAGATGGTGACAGCAGTAGCTGCCCGCCGGCAATTCTGATCTATGCACGTGGCAGTACCGA
ACCGGGCAATCTGGGTATTACCGTGGGCCCGATTCTGGCCGAAGCAATGCAGCTGGCCATTCCGGATATTTGGATTCA
GGGCGTGGGTGGTCCGTATACCGCCGATCTGGCCCCGAATTTTCTGCCGGAAGGCACCACCGATGCAAGTATTGATGA
AGCCAAACGCCTGTTTCAGATGGCCTATGATAAATGTCCGGATACCCCGGTGGTGACCGCAGGCTATAGCCAGGGTAC
AGTGGTTGTTGGCTATGCCCTGAGCGAACTGCAGATTGCAGTGCAGAATCAGGTTGTTGGCGCAGCACTGTTTGGCT
ATACCAAAAATGAACAGCTGGGCGGTCGTATTCCGAATTATCCGACCGATAAAACCAAAATTTTCTGCCTGCCGACCG
ATCTGGTGTGCGATGGCACCCTGTTTATTCTGCCGGCACATTTTCTGTATGGTGCCGATGCCGCAGGCCCGGGTCCGG
AGTTTICTGGTTGGCCAGATTAATGAATAA

7.Protein Alignment

Original Protein
FPTASSNKKRAVAAQDVNLLEARDLLNRNDIEDGDSSSCPPAILTYARGSTEPGNLGITVGPILAEAMQLAIPDIWIQGVGG
PYTADLAPNFLPEGTTDASIDEAKRIFQMAYDKCPDTPVVTAGYSQGTVVVGYALSELQIAVQNQVVGAATLFGYTKNEQ

LGGRIPNYPTDKTKIFCLPTDLVCDGTLFILPAHFLY GADAAGPGPEFLVGQINE*

Optimized Protein
FPTASSNKKRAVAAQDVNLLEARDLLNRNDIEDGDSSSCPPAILTYARGSTEPGNLGITVGPILAEAMQLAIPDIWIQGVGG
PYTADLAPNFLPEGTTDASIDEAKRIFQMAYDKCPDTPVVTAGYSQGTVVVGYALSELQIAVQNQVVGAATLFGYTKNEQ

LGGRIPNYPTDKTKIFCLPTDLVCDGTLFILPAHFLY GADAAGPGPEFLVGQINE*

8.DNA Alignment

Original DNA
TTCCCAACAGCGTCCTCAAACAAAAAGAGAGCCGTTGCTGCCCAAGATGTCAACCTACTTGAAGCCCGAGACCTTCT
CAACCGCAATGATATTGAGGATGGGGATTCCTCCAGTTGTCCCCCAGCAATTCTGATCTATGCGCGTGGTAGCACAGA
ACCTGGCAACCTTGGAATCACGGTTGGGCCGATCCTCGCAGAGGCCATGCAGCTCGCTATCCCAGACATCTGGATAC
AAGGTGTTGGTGGGCCCTATACGGCTGATCTCGCGCCCAACTTTCTTCCGGAGGGGACTACTGATGCCTCCATTGATG
AAGCTAAAAGGCTGTTCCAAATGGCCTACGATAAGTGCCCAGATACGCCCGTCGTGACGGCTGGTTATAGTCAAGGC
ACGGTTGTCGTCGGATATGCACTCAGCGAACTTCAAATCGCCGTCCAGAACCAGGTTGTTGGAGCTGCCTTIGTTTGG
ATATACCAAGAACGAGCAGCTTGGGGGCCGTATTCCGAACTATCCTACGGACAAAACCAAGATCTTCTGTCTGCCTAC
GGATCTAGTGTGTGACGGAACTTTGTTCATTCTTCCTGCTCATTTTCTATACGGTGCAGATGCGGCGGGTCCAGGTCCG

GAATTCCTGGTTGGACAGATTAATGAGTAG

Optimized DNA
TTCCCGACCGCCAGTAGCAATAAGAAACGTGCCGTGGCCGCACAGGATGTTAATCTGCTGGAAGCACGCGATCTGCT
GAATCGCAATGATATTGAAGATGGTGACAGCAGTAGCTGCCCGCCGGCAATTCTGATCTATGCACGTGGCAGTACCGA
ACCGGGCAATCTGGGTATTACCGTGGGCCCGATTCTGGCCGAAGCAATGCAGCTGGCCATTCCGGATATTTGGATTCA
GGGCGTGGGTGGTCCGTATACCGCCGATCTGGCCCCGAATTTTCTGCCGGAAGGCACCACCGATGCAAGTATTGATGA
AGCCAAACGCCTGTTTCAGATGGCCTATGATAAATGTCCGGATACCCCGGTGGTGACCGCAGGCTATAGCCAGGGTAC
AGTGGTTGTTGGCTATGC CCTGAGCGAACTGCAGATTGCAGTGCAGAATCAGGTTGTTGGCGCAGCACTGTTTGGCT
ATACCAAAAATGAACAGCTGGGCGGTCGTATTCCGAATTATCCGACCGATAAAACCAAAATTTTCTGCCTGCCGACCG
ATCTGGTGTGCGATGGCACCCTGTTTATTCTGCCGGCACATTTTCTGTATGGTGCCGATGC CGCAGGCCCGGGTCCGG

AGTTTCTGGTTGGCCAGATTAATGAATAA
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@ BIOMVIATIK

Biomatik

Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515
Emailiinfo@biomatik.com
http-/fAvww biomatik.com

9.Codon Used Table

TTT [56791]
TTC [32513]
TTA [40627]
TTG [30084]
CTT[33816]
CTC [22074]
CTA[12951]
CTG[87261]
ATT [68942]
ATC [45213]
ATA [31065]
ATG [55356]
GTT [50261]
GTC [30515]
GTA [30461]
GTG [46309]

TCT [30494]
TCC [22637]
TCA [30502]
TCG [19071]
CCT [22121]
CCC [14379]
CCA[21237]
CCG [33795]
ACT [30518]
ACC [44139]
ACA [35293]
ACG[31794]
GCT [44034]
GCC [50411]
GCA [53619]
GCG [49169]

TAT [50400] TGT [13662]
TAC [27239]  TGC [12777]
TAA[4664] TGA [2674]
TAG[751] TGG[31207]
CAT[28919] CGT [37134]
CAC[17117] CGC [32720]
CAA[33607] CGA[11216]
CAG[62329] CGG[18434]
AAT[68348]  AGT [30749]
AAC[47233]  AGC [33255]
AAA[86726]  AGA[16583]
AAG [35652] AGG [9238]
GAT [78663] GGT [55283]
GAC [41619]  GGC [47962]
GAA[81727] GGA[31729]
GAG [45154] GGG [28720]
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Relatorio de otimizagao de FvCut2.

Biomatik
Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515

@ B’DMAT’,( Email-info@biomatik.com

hitp-/iwww biomatik.com
Optimization Report

Sequence optimization information:

Gene Name:Cutinase 2
Expression System:Escherichia coli
Gene Length:657 (bp)

1.Codon Used Adjustment
The best value is 1 for sequence optimization.

Codon Usege Adjust
100
80
€0
40
20

CAL 0.70
Before Codon Adjustment
Codon Usege Adjust
100
80
€60
40
20

T
g3z

Relative Codon

CAIL 0.96
After Codon Adjustment

2.Codon Used Distribution

Show the relative codon used distribution
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@ BIOVIATIK

Original Sequence Codon
100

80
60
40
20

0

Biomatik

Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-2515
Email:info@biomatik.com
http-/faww biomatik.com

Before Optimization

Optimized Sequence Codon
100

80

40
20
o

$5CEECHEREEECHEE

Codon Code

After Optimization

3.GC Content:

The comparison of GC content between original sequence and optimized sequence

Original GC Content
100

88

70

o3 B8888

19 113

GC: 0.54
Before Optimization

Optimized GC Content

100
S0
&0
70
0
50
40
30
20
10

219 319 419 519 619
Base Position

o=+
19 18

GC: 0.52
After Optimization

218 319 419 519 619
Base Position
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@ BIOMIATIK

4. Restriction Enzyme And Avoid Sequence

Restriction Name
BamHI
Bglll
EcoRI
HindITI
Kpnl
Sacl
Sall
Spel
Xbal
Xhol
Notl

Removed
GGTAAG
GGTGAT
AATAAA
ATTAAA
ATTTA
TITTTT
AAAAAAA
AGGTATGT
ATTTA
GATC
MAGGTRAGT
TACTAAC
TATAAA
TATATA
TTATTTATT
YYYYNTAGG

5.Removed Repeats

Before Optimization
Max Reverse Length:12

After Optimization

Max Reverse Length:12

6.0ptimized Sequence

Original

o RO DO =0 O O O

Original

o O O O O O O O © O © © © © © O

Biomatik

Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515
Emailiinfo@biomatik.com
hitp-/fvww biomatik.com

Optimization

o o o o o o o o o o o

Optimization

o o o o o o o o o o o - o o oo
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Biomatik
Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515

@ B’o MAT"( Emailinfo@biomatik.com

hitp-/fvww biomatik.com

CTGCCTACCAGTAGCCCGCTGAGCGAACGTGAAGTGCTGGCAGAACTGGAAAAACGTCAGAGTGGCAGTATTACCC
GTGATGATCTGAGTAATGGCGCAAGTAGCGCCTGTCCGCCGGTTATTTTTAT CTATGCCCGTGGTAGCACCGAACTGG
GTAATCTGGGTACACTGGGCCCGCGTGTTGCAAGTGTGCTGGAAAGCAATTATGGCAGTAATGGCGTTTGGATTCAG
GGTGTTGGCGGTGCCTATCGCGCCACCCTGGGCGATAATGCCCTGCCGCGTGGTACAAGCAGTGCAGCCATTCGTGA
AATGATTGGTCTGTTTAATCTGGCAAATAGTAAATGCCCGAGTGCCAAAATTGTTGCAGGTGGCTATAGCCAGGGTGC
AGCACTGGCAGCCGCCAGCATTGAAGATTTGAGTACCAGTGTTCGCAATAAGGTTGTIGGTACAGTTCTGTTTGGTTA
TACCAAAAATCTGCAGAATCTGGGTCGTATTCCGAATTATCCGCGCGAACGCACCCTGGTTTTICTGTAATTTTGGCGAT
CTGGTGTGCACCGGTAGCCTGATTGTGGCCGCACCGCATCTGGCATATCAGAGTGATGCAAGCGGTCCGGCCCCGCA
GTTTCTGATTCAGCGTGTGGCAGCCACCAGTATTTAA

7.Protein Alignment

Original Protein
LPTSSPLSEREVLAELEKRQSGSITRDDLSNGASSACPPVIFIYARGSTELGNLGTLGPRVASVLESNYGSNGVWIQGVGGA
YRATLGDNALPRGTSSAATREMIGLFNLANSKCPSAKIVAGGYSQGAATAAASIEDLSTSVRNKVVGTVLFGYTKNLQNL

GRIPNYPRERTLVFCNFGDLVCTGSLIVAAPHLAYQSDASGPAPQFLIQRVAATSI*

Optimized Protein
LPTSSPLSEREVLAELEKRQSGSITRDDLSNGASSACPPVIFIYARGSTELGNLGTLGPRVASVLESNYGSNGVWIQGVGGA
YRATLGDNALPRGTSSAATREMIGLFNLANSKCPSAKIVAGGYSQGAATAAASIEDLSTSVRNKVVGTVLFGYTKNLQNL

GRIPNYPRERTLVFCNFGDLVCTGSLIVAAPHLAYQSDASGPAPQFLIQRVAATSI*

8.DNA Alignment

Original DNA
CTGCCTACTTCCAGCCCTCTCTCTGAGCGTGAAGTTCTTGCCGAGCTCGAGAAACGTCAATCCGGAAGCATCACTCG
CGATGATCTTTCCAACGGCGCTTCATCTGCTTGTCCCCCTGTTATTTTCATCTACGCTCGCGGTTCCACTGAGCTTGGA
AACTTGGGAACACTITGGTCCTCGTGTTGCCTCTGTGCTTGAGAGCAACTACGGTAGCAACGGAGTCTGGATCCAAGG
AGTTGGTGGAGCATACCGTGCTACCCTCGGAGACAACGCCCTTCCTCGAGGAACCTCTTCGGCAGCCATCAGAGAGA
TGATCGGGCTGTTCAACCTTGCAAACTCAAAGTGCCCTTCTGCCAAGATTGTTGCCGGAGGGTACAGTCAAGGCGCT
GCTCTTGCTGCAGCCAGCATTGAGGATCTCAGCACTTCTGTCCGCAACAAGGTCGTCGGCACCGTCCTGTTCGGATA
CACCAAGAACCTGCAGAATCTTGGTCGCATTCCAAACTACCCACGAGAGCGAACCCTCGTTTTCTGCAACTTCGGAG
ACTTGGTTTGCACTGGATCCTTGATTGTTGCTGCTCCTCATCTGGCTTATCAGTCTGATGCCTCTGGACCTGCACCCCA

ATTCCTCATCCAGCGCGTTGCTGCGACCTCTATCTAG

Optimized DNA
CTGCCTACCAGTAGCCCGCTGAGCGAACGTGAAGTGCTGGCAGAACTGGAAAAACGTCAGAGTGGCAGTATTACCC
GTGATGATCTGAGTAATGGCGCAAGTAGCGCCTGTCCGCCGGTTATTTITTATCTATGCCCGTGGTAGCACCGAACTGG
GTAATCTGGGTACACTGGGCCCGCGTGTTGCAAGTGTGCTGGAAAGCAATTATGGCAGTAATGGCGTTTGGATTCAG
GGTGTTGGCGGTGCCTATCGCGCCACCCTGGGCGATAATGCCCTGCCGCGTGGTACAAGCAGTGCAGCCATTCGTGA
AATGATTGGTCTGTTTAATCTGGCAAATAGTAAATGCCCGAGTGCCAAAATTGTTGCAGGTGGCTATAGCCAGGGTGC
AGCACTGGCAGCCGCCAGCATTGAAGATTTGAGTACCAGTGTTCGCAATAAGGTTGTTGGTACAGTTCTGTTTIGGTTA
TACCAAAAATCTGCAGAATCTGGGTCGTATTCCGAATTATCCGCGCGAACGCACCCTGGTTITCTGTAATTTTGGCGAT
CTGGTGTGCACCGGTAGCCTGATTGTGGCCGCACCGCATCTGGCATATCAGAGTGATGCAAGCGGTCCGGCCCCGCA

Integrated Products & Services for Life Sciences

168



@ BIOMIATIK

GTTTCTGATTCAGCGTGTGGCAGCCACCAGTATTTAA

9.Codon Used Table

TIT[56791] TCT [30494]
TTC [32513] TCC [22637]
TTA[40627] TCA[30502]
TTG[30084] TCG [19071]
CTT[33816] CCT[22121]
CTC[22074]  CCC [14379]
CTA[12951] CCA[21237]
CTG[87261] CCG [33795]
ATT[68942]  ACT [30518]
ATC [45213]  ACC [44139]
ATA[31065]  ACA [35293]
ATG [55356] ACG [31794]
GTT[50261] GCT [44034]

GTC[30515] GCC [50411]
GTA[30461] GCA[53619]
GTG [46309]  GCG [49169]

TAT [50400] TGT [13662]
TAC [27239] TGC [12777)
TAA[4664] TGA[2674]
TAG [751] TGG[31207]
CAT[28019] CGT [37134]
CAC[17117] CGC [32720]
CAA[33607] CGA[11216]
CAG[62329] CGG [18434]
AAT[68348]  AGT [30749]
AAC[47233]  AGC [33255]
AAA[86726] AGA[16583]
AAG [35652] AGG [9238]
GAT [78663] GGT [55283]
GAC [41619] GGC [47962]
GAA[81727] GGA[31729]
GAG [45154] GGG [28720]

Biomatik

Tel:(519) 489-7195,(800) 836-8089
Fax:(519) 231-0140,(877) 221-3515
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Relatorio de otimizagao de FvCut3.
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Optimization Report

Sequence optimization information:
Gene Name:Cutinase 3

Expression System:Escherichia coli
Gene Length:645 (bp)

1.Codon Used Adjustment

The best value is 1 for sequence optimization.

Codon Usege Adjust
100

80
60

40
20

Relative Codon
CAIL 0.70
Before Codon Adjustment
Codon Usege Adjust
100
80
60
40
20

AGT
G
AT
AAC
i

Relative Codon

CAIL 0.97
After Codon Adjustment

2.Codon Used Distribution

Show the relative codon used distribution
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Original Sequence Codon
100

80
60
40
20

o

Before Optimization

Optimized Sequence Codon
al

o8 8888

After Optimization

3.GC Content:

The comparison of GC content between original sequence and optimized sequence

Original GC Content
100

oo BB58838Y

) 119 219 319 418 519 619
Base Position

-

GC: 0.6
Before Optimization

Optimized GC Content
100

oo BBE8BIEY

9 119 219 319 419 519 619
Base Position

-

GC: 0.53
After Optimization
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4.Restriction Enzyme And Avoid Sequence

Restriction Name Original Optimization
BamHI 1 0
Bglll 0 0
EcoRI 0 0
HindIII 0 0
Kpnl 0 0
Sacl 0 0
Sall 0 0
Spel 0 0
Xbal 0 0
XhoI 2 0
Notl 0 0
Removed Original Optimization
GGTAAG 0 0
GGTGAT 0 0
AATAAA 0 0
ATTAAA 0 0
ATTTA 0 0
TTTTTT 0 0
AAAAAAA 0 0
AGGTATGT 0 0
ATTTA 0 0
GATC 0 0
MAGGTRAGT 0 0
TACTAAC 0 0
TATAAA 0 0
TATATA 0 0
TTATTTATT 0 0
YYYYNTAGG 0 0

5.Removed Repeats
Before Optimization
After Optimization
6.0ptimized Sequence

CTGCCTGCTGGCCAGGATGCCGCCGCACTGGAAGCACGCCAGCTGGGTGGCAGTATTACCCGTAATGATCTGGCCAA
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TGGTAATAGTGGCAGCTGTCCGGGTGTTATTTTTATCTATGCCCGCGGTAGCACCGAAGCCGGTAATCTGGGTACACTG
GGTCCGCGCGTTGCCAGTAAACTGGAAGCCAAATATGGCAAAAATGGCGTGTGGATTCAGGGCGTGGGTGGTGCCTA
TCGTGCAACCCTGGGTGACAATGCCCTGCCGCGTGGTACAAGTAGCGCCGCAATTCGTGAAATGCTGGGCCATTTTAA
TGATGCCAATCAGAAATGTCCGGATGCCGTTCTGCTGGCAGGCGGCTATAGTCAGGGTGCCGCACTGGCCGCAGCAA
GTGTTACCGATGTTGATGCAGGTATTCGTGAAAAAATTGCAGGCGTGGTTCTGTTTGGTTATACCAAAAATCTGCAGA
ATCGTGGTAAAATTCCGAGCTATCCGGAAGATCGTACCAAAGTGTTTTGCAATACCGGCGATCTGGTTTGTACCGGCA
GCCTGATTGTTGCAGCACCGCATCTGGCATATCAGAGTGATGCAAGCAATGGTGCCCCGGAATTTCTGATTCAGAAAG
CAGATGCCGCAGGCGCCGCCTAA

7.Protein Alignment

Original Protein
LPAGQDAAALEARQLGGSITRNDLANGNSGSCPGVIFIYARGSTEAGNLGTLGPRVASKLEAKY GKNGVWIQGVGGAYR
ATLGDNALPRGTSSAAIREML GHFNDANQKCPDAVLLAGGYSQGAATLAAASVTDVDAGIREKIAGVVLFGYTKNLQNR
GKIPSYPEDRTKVFCNTGDLVCTGSLIVAAPHLAY QSDASNGAPEFLIQKADAAGAA*
Optimized Protein
LPAGQDAAALEARQLGGSITRNDLANGNSGSCPGVIFIYARGSTEAGNLGTLGPRVASKLEAKY GKNGVWIQGVGGAYR
ATLGDNALPRGTSSAAIREML GHFNDANQKCPDAVLLAGGYSQGAATLAAASVTDVDAGIREKIAGVVLFGYTKNLQNR
GKIPSYPEDRTKVFCNTGDLVCTGSLIVAAPHLAYQSDASNGAPEFLIQKADAAGAA*

8.DNA Alignment

Original DNA
CTTCCCGCTGGTCAGGATGCCGCTGCCCTCGAGGCTCGCCAGCTAGGCGGCAGCATCACCCGCAACGACCTTGCCAA
CGGCAACAGCGGTTCATGCCCTGGCGTCATCTTCATCTACGCTCGCGGCTCCACTGAAGCCGGCAACCTTGGAACTC
TCGGTCCCCGCGTTGCTTCAAAGCTCGAGGCCAAGTACGGCAAGAACGGTGTCTGGATCCAGGGCGTTGGCGGTGC
TTACCGCGCTACTCTTGGCGACAACGCTCTTCCTCGTGGAACTTCTAGCGCTGCTATCCGTGAGATGCTGGGCCACTT
CAACGACGCCAACCAGAAGTGTCCTGATGCTGTCCTCCTCGCCGGAGGTTACAGCCAGGGCGCTGCTCTCGCCGCTG
CCAGTGTCACCGACGTCGATGCCGGTATTCGTGAGAAGATTGCTGGAGTTGTTCTCTTCGGATATACCAAGAACCTTC
AGAACCGGGGAAAGATCCCCAGCTACCCTGAGGACCGCACCAAGGTCTTTTGCAACACTGGCGATCTCGTATGCACT
GGTTCGCTCATCGTTGCTGCTCCTCACTTGGCCTACCAGAGCGATGCTTCCAACGGTGCTCCCGAGTTCCTGATCCAG
AAGGCTGATGCTGCTGGGGCCGCCTAA

Optimized DNA
CTGCCTGCTGGCCAGGATGCCGCCGCACTGGAAGCACGCCAGCTGGGTGGCAGTATTACCCGTAATGATCTGGCCAA
TGGTAATAGTGGCAGCTGTCCGGGTGTTATTTTTATCTATGCCCGCGGTAGCACCGAAGCCGGTAATCTGGGTACACTG
GGTCCGCGCGTTGCCAGTAAACTGGAAGCCAAATATGGCAAAAATGGCGTGTGGATTCAGGGCGTGGGTGGTGCCTA
TCGTGCAACCCTGGGTGACAATGCCCTGCCGCGTGGTACAAGTAGCGCCGCAATTCGTGAAATGCTGGGCCATTTTAA
TGATGCCAATCAGAAATGTCCGGATGCCGTTCTGCTGGCAGGCGGCTATAGTCAGGGTGCCGCACTGGCCGCAGCAA
GTGTTACCGATGTTGATGCAGGTATTCGTGAAAAAATTGCAGGCGTGGTTCTGTTTGGTTATACCAAAAATCTGCAGA
ATCGTGGTAAAATTCCGAGCTATCCGGAAGATCGTACCAAAGTGTTTTGCAATACCGGCGATCTGGTTTGTACCGGCA
GCCTGATTGTTGCAGCACCGCATCTGGCATATCAGAGTGATGCAAGCAATGGTGCCCCGGAATTTCTGATTCAGAAAG

CAGATGCCGCAGGCGCCGCCTAA
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9.Codon Used Table

TTT[56791] TCT [30494]
TTC [32513] TCC[22637]
TTA[40627] TCA[30502]
TTG[30084] TCG [19071]
CTT[33816] CCT [22121]
CTC [22074] CCC [14379]
CTA[12951] CCA[21237]
CTG[87261] CCG [33795]
ATT[68942] ACT [30518]
ATC[45213] ACC [44139]
ATA[31065] ACA[35293]
ATG[55356] ACG [31794]
GTT[50261] GCT [44034]

GIC[30515] GCC [50411]
GTA[30461] GCA[53619]
GTG [46309]  GCG [49169]

TAT [50400] TGT [13662]
TAC [27239]  TGC [12777]
TAA[4664] TGA [2674]
TAG[751] TGG[31207]
CAT[28919] CGT [37134]
CAC[17117] CGC [32720]
CAA[33607] CGA[11216]
CAG[62329] CGG[18434]
AAT[68348]  AGT [30749]
AAC[47233]  AGC [33255]
AAA[86726]  AGA[16583]
AAG [35652] AGG [9238]
GAT [78663] GGT [55283]
GAC [41619]  GGC [47962]
GAA[81727] GGA[31729]
GAG [45154] GGG [28720]
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ANEXO C - Graficos de Ramachandran

FvCutl pdb
Wed Mar 23 17:39:40 2022

The chart is color-coded for your convenience:

IR e e €1 Light Grey represent Highly Preferred Conformations. Delta »= -2
White with Black Grid represents preferred conformations. -2 > Delta >= -4

White with Grey Grid represents questionable conformations. Delta < 4

Not Shown: 2
Total: 151
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FvCut2 pdb
Wed Mar 23 17:36:49 2022
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The chart is color-coded for your convenience:
_repres:ent Highly Preferred Conformations. Delta == -2
White with Black Grid reprezents preferred conformations. -2 = Delta = -4

White with Grey Grid represents questionable conformations. Delta < 4

Not Shown: 2
Total: 160
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FvCut3 pdb
Wed Mar 23 17:32:02 2022

L
The chart 1s color-coded for your convenience:
_ represent Highly Preferred Conformations. Delta == -2
White with Black Grid represents preferred conformations. -2 = Delta == -4

White with Grey Grid represents questionable conformations. Delta << -4

Not Shown: 2
Total: 161
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ANEXO D — Curvas de calibracio
Figura 32: Curva de calibragdo de p-NP para as reagdes com volume de 4 mL, referentes ao

topico 4.1.7 Determinagdo da atividade de cutinase.

Curva de Calibracao p-NP
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Figura 33: Curva de calibragdo de p-NP para as rea¢des com volume de 200 uL, referentes ao

topico 4.2.5 Atividade enzimatica.
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