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RESUMO

Cutinases (EC 3.1.1.74) sao enzimas que catalisam a hidrdlise da cutina, um biopo-
liester insoluvel que compde a estrutura da cuticula das plantas. Essas enzimas
possuem potencial na sintese de triglicerideos, polimeros, surfactantes, em
industrias quimica, farmacéutica e agroquimica. As cutinases tém sido aplicadas na
modificagdo de superficies de polimeros, faciltando a degradacdo desses
compostos. O objetivo deste trabalho foi produzire caracterizar cutinases por
Escherichia colimodificadas geneticamente para aplicagdo no tratamento de
politereftalato de etileno (PET). E. coli CUT e E. coli CUT-N1foram cultivadas em
Lysogenybroth (LB) na presenca de 100 pg/mL deampicilina e isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) como indutor. As atividades de cutinases foram
determinadas na presenga do paranitrofenilbutirato (pNPB). A maxima atividade de
cutinases foi 1,4 Ul/mL, determinada no liquido metabdlicolivre de células, produzido
por E. coli CUT-N1.0s liquidos metabdlicoscom atividade cutinaseproduzidos por E.
coli CUT e E. coli CUT-N1foram concentrados duas vezes por ultrafiltracédo e
formulados com conservantes microbiolégicos e substancias estabilizadoras de
estruturas protéicas. As cutinases apresentaram pH 6timo igual a 7,0 e estabilidade
térmicaa30 - 50 °C.A adigcdo de (NH4).SO4, em concentragbes inferiores a 10 %
estabilizou a atividade de cutinasesdurante 60 dias, a 28 °C. As cutinases
produzidas pelas culturas de E. coli degradaramo plastico politereftalato de etileno
(PET), com perda de massa de 0,90 %. Cutinases microbianas recombinantes sao

uma alternativa para aplicagdo em tratamento biolégico de plasticos.

Palavras-chave: cutinase heterdloga, Escherichia coli, aplicagdo ambiental.
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ABSTRACT

Cutinase (EC 3.1.1.74) are enzymes that catalyze the hydrolysis of cutin, an
insoluble biopolyester that compound the cuticle of plants. These enzymes have
potential in the synthesis of triglycerides, polymers, surfactants in chemical,
pharmaceutical and agrochemical industries. Cutinases have been applied to the
surface modification of polymers, facilitating the degradation of these compounds.
The aim of this work was to produce and characterize cutinases by Escherichia coli
genetically engineered for use in the treatment of polyethylene terephthalate (PET).
E. coli CUT and E. coli CUT-N1 were grown in Lysogeny broth (LB) in the presence
of 100 pg/ml ampicillin and isopropyl 3-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) as inducer.
Cutinases activities were determined in the presence of p-nitrophenyl butyrate (p-
NPB). The maximum cutinase activity was 1.4 U/mL, determined in the cell-free
metabolicliquid, produced by E. coli CUT-N1. The metabolic liquid with activity of
cutinase produced by E. coli CUT and E. coli CUT-N1 were concentrated two times
by ultrafiltration and formulated with microbial preservatives and stabilizing
substances of protein structures. Cutinases had optimum pH equal to 7.0 and
thermal stability at 30 - 50 °C. The addition of (NH;),SO,4 at concentrations less than
10% stabilized cutinase activity for 60 days at 28 °C. Cutinases produced by cultures
of E. coli degraded the plastic polyethylene terephthalate (PET) with a weight loss of
0.90%. Recombinant microbial cutinases are an alternative for application in

biological treatment of plastics.

Keywords: heterologous cutinase, Escherichia coli, environmental application.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A producao industrial de bioprodutos por micro-organismos ocupa lugar de
destaque no mercado devido a possibilidade de produgdo em grande escala sendo
as bactérias, leveduras e fungos filamentosos os potenciais produtores. A
capacidade de rapida reproducdo em ambientes liquidos confere as bactérias o
favorecimento de producédo de biomassa e enzimas, dentre outros compostos com
elevada produtividade (GALLEZOT, 2011).

As enzimas sdo biocatalisadores com propriedades de grande interesse
industrial, de elevada atividade catalitica, especificidade e versatilidade, além de
executarem transformacdes de modo seletivo, rapido e em condi¢cbes brandas de
reacao, diferindo dos catalisadores quimicos. Outra vantagem na utilizagcdo de
enzimas € a facilidade em regular a atividade catalitica por modificagdo da natureza
do meio de reacdo, pela adicao de substancias quimicas, dentre outros fatores
(PATEL, 2002; BRADY, JORDAN, 2009).

A cutinase (EC 3.1.1.74) é classificada sistematicamente como uma cutina
hidrolase, ou seja, uma esterase que hidrolisa a cutina, podendo agir e ser
classificada também como lipase (BRENDA, 2012). As cutinases sao hidrolases
capazes de catalisar reacbes reversas de esterificacdo, transesterificacao
(interesterificagcao, alcodlise e acidolise) e amindlise, sendo a atividade de agua do
meio reacional um dos fatores determinantes para cada classe de reacao (PIO,
2007; VILLENEUVE et al., 2000). A estabilidade da enzima e a determinacao de
parametros como pH e temperatura tem sido de grande importancia para a atividade
e aplicacao de cutinases (IYER, ANANTHANARAYAN, 2008). As cutinases possuem
diversas aplicacbes, dentre elas estda a degradacdo de materiais plasticos
(GUEBITZ, CAVACO-PAULO, 2008).

A elevada producao industrial de politereftalato de etileno (PET), o controle de
descarte e a degradacao desse polimero pela agédo de micro-organismos sao objetos
de estudos académico e industrial. A biodegradagao de plasticos depende da agao
de enzimas microbianas, além das caracteristicas do polimero e seu pré-tratamento,
sendo a hidrdlise a etapa primordial na decomposi¢cao desses compostos (ARTHAM,
DOBLE, 2008; SHAH et al., 2008).
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Empresas investem na substituicdo gradual de processos quimicos pelos
enzimaticos, resultando em produtos de maior valor agregado, pela qualidade e por
envolverem tecnologias limpas (VERMELHO et al., 2008). Nesse ambito, a
biotecnologia busca a produtividade maxima e a minimizagdo dos custos dos
processos, aliada ao desenvolvimento sustentavel e a competitividade econdémica.
Nesse sentido, a producdo de cutinase para aplicacdo em processo de
biodegradacdo de PET que foi investigada neste trabalho, € uma estratégia
tecnoldgica de interesse ambiental por auxiliar a redugado de residuos solidos que

poluem o ambiente.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Produzir cutinases (EC 3.1.1.74) por Escherichia coli recombinante e aplicar

em degradagéao de PET.

1.2.2 Objetivos especificos

e Produzir cutinases por cultivo submerso;

e Determinar a atividade da enzima produzida;

e Concentrar o extrato bruto enzimatico;

e Caracterizar o liquido metabdlico concentrado quanto ao pH e
temperatura;

e Aplicar cutinases na degradacgao de PET;

¢ Investigar a estabilidade do liquido metabdlico na presenca de glicerol,
PEG-200, (NH4)2(SO4), sorbato de sddio e benzoato de sédio durante o
armazenamento;

e Analisar estatisticamente os resultados obtidos.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Micro-organismos

Os micro-organismos procariotos ou eucariotos, utilizados nos processos
biotecnoldgicos, sdo geralmente isolados do ambiente natural e posteriormente
modificados a partir da engenharia genética com o objetivo de otimizar a
produtividade especifica de um bioproduto (SMITH, 2004).

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante possibilita a
expressao de enzimas em diferentes hospedeiros e tem permitido a obtengao de
biocatalisadores mais eficientes e especificos (BON et al., 2008). A manipulagéo dos
genes representa uma ferramenta analitica de elevado potencial para aumentar o
rendimento e a qualidade de produtos; melhorar as caracteristicas de produtos ja
existentes; produzir produtos por vias metabolicas diferentes; e, desenvolver novos
compostos que nao existiam previamente (biossintese dirigida ou hibrida) (PAIVA,
SA-PEREIRA, 2008).

A andlise do comportamento de micro-organismos sob diferentes condigbes
fisico-quimicas € necessaria para a aplicacdo de modelos matematicos. A curva de
crescimento microbiano é definida a partir do logaritmo do numero de organismos
em func¢ado do tempo, resultando numa curva sigmoidal, com uma fase de adaptagao
apos t = 0, seguida de uma fase exponencial e, logo apds, por uma fase estacionaria
quando a concentragdo celular atinge o valor maximo e o numero de células viaveis
€ igual ao numero de células que morrem. A taxa de velocidade especifica maxima
de crescimento celular (umax) € calculada na fase exponencial do crescimento
celular, de acordo com a Figura 1.3.1 (HUANG, 2010).

A taxa de crescimento especifico de um micro-organismo € um parametro
relevante para a producao de metabdlitos por fermentagcdo. Muitas enzimas sao
sintetizadas de modo que a taxa de crescimento especifico das células tem um
impacto direto na taxa especifica de sintese enzima. Condi¢gbes que otimizam a taxa
de crescimento dos micro-organismos (pH, temperatura e oxigénio dissolvido) sao
muitas vezes semelhantes as condicbes que maximizam a taxa especifica de
producdo de enzima (ILLANES, 2008).
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In{N/No )

Tempo

Fonte: HUANG, 2010

Figura 1.3.1 Caélculo da taxa de velocidade especifica maxima de crescimento
celular (Mmax)

Propriedades morfolédgicas e reoldgicas do micro-organismo produtor também
sao relevantes para a producido de enzimas, especialmente para o caso de micro-
organismos miceliais (KIM et al., 2003). O aumento da viscosidade e reologia nao-
newtoniana podem reduzir as taxas de transferéncia de oxigénio, estando a sintese
de enzimas geralmente relacionado a morfologia de crescimento (BHARGAVA et al.,
2005).

1.3.2 Enzimas

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, capazes de atuar em reacdes
quimicas com elevada especificidade. Sob condigbes ideais, executam reacbes
bioquimicas de forma eficiente, preservando a funcionalidade e a integridade dos
sistemas bioldgicos. Sao proteinas compostas por residuos de aminoacidos ligados
covalentemente através de ligagbes peptidicas cujos polimeros formados, podem
também integrar-se a moléculas de lipideos e carboidratos. Possuem elevada
especificidade que depende do tipo de reacdo ou do substrato e atuam por redugao
da energia de ativagdo. A maioria das caracteristicas de enzimas como catalisadores
derivam de sua estrutura molecular e da distribuicdo dos aminoacidos ao longo da
proteina. Os aminoacidos podem ser apolares (hidrofobicos) ou polares (com carga
ou sem carga) cujas estruturas quimicas influenciam sua conformacao tridimensional
que consequentemente interferem na estabilidade da cadeia protéica e na
especificidade da enzima. Fatores externos, como temperatura e pH, podem afetar
as propriedades dessas moléculas (VOET, VOET, 2011).
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As enzimas podem ser obtidas através de cultivo submerso, a partir de micro-
organismos que apresentam elevada cinética de crescimento, com densidades
celulares e niveis de expressao elevados, o que facilta a recuperacdao do
biocatalisador.

A utilizacdo das enzimas como catalisadores de processos é de fundamental
importancia, devido a obtencdo de produtos de elevado valor agregado, por
tecnologias limpas e em sintonia com as demandas de carater tecnolégico, de
mercado e de preservacdo ambiental. S3o aplicadas em diversos setores, incluindo
biorremediacdo, sintese organica, analises clinicas, producdo de farmacos,
detergentes, alimentos, dentre outros. Podem ser utilizadas de forma eficiente em
meio aquoso, em meio ndo convencional ou sob condi¢gdes extremas, como por
exemplo, na presencga de temperatura elevada (BRAIUCA et al., 2006).

Maiores produtividades tém sido obtidas no processo de obtencdo de
enzimas, utilizando micro-organismos recombinantes. Estudos de engenharia
genética tém sido feitos para o aumento da estabilidade das enzimas. Regides
instaveis tem sido alvo de mutagdes especificas, embora, na maioria dos casos,
estes pontos ndo sejam de facil identificacdo (GASEIDNES et al., 2003).

Condigdes adversas de temperatura, pH ou solvente e a presenga de agentes
quelantes, caotropicos ou de metais pesados podem alterar a configuragao do sitio
ativo e induzir a perda da fungdo da enzima. A integridade da estrutura da enzima é
fundamental para a estabilidade funcional da molécula. Regides instaveis estédo
geralmente localizadas proximas ou na superficie da enzima, justificando a relacao
entre a importancia da atividade catalitica e a manutencéo da estrutura da molécula
(EIJSINK et al., 2004).

Uma enzima pode sofrer alteragdo de sua estrutura, desalinhando os
aminoacidos localizados no sitio ativo e promovendo a perda de sua fungao
catalitica (desnaturagcdo). Este processo pode ser reversivel se o agente
desnaturante for removido. O processo de inativagdo ocorre quando a proteina é
submetida a altera¢des quimicas que provocam o desdobramento da molécula e a
perda de um cofator essencial, ocorrendo consequentemente, protedlise e perda
irreversivel de atividade. A estabilidade estrutural da molécula ndo esta diretamente
relacionada com a atividade catalitica e, em muitos casos, sédo fatores que seguem

direcoes opostas. Esse fato pode ser observado, por exemplo, quando a enzima
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sofre inativagédo térmica: a atividade enzimatica aumenta com a temperatura porém,
a estabilidade diminui (ILLANES, 2008).

Outra propriedade relevante das enzimas € a sua especificidade. As enzimas
sdo moléculas geralmente muito especificas quanto ao seu substrato. Essa
interacdo ocorre, pois o substrato possui ligagcdes quimicas que podem ser
reconhecidas pelo sitio ativo da enzima, que possui grupos funcionais que ancoram
o substrato corretamente no sitio ativo para o inicio da reagdo. Quando submetidas a
condicOes atipicas, as enzimas podem sofrer modificagdes estruturais que podem
alterar a especificidade pelo substrato. Parales et al. (2000) realizaram estudos de
mutagénese dirigida, na qual residuos de aminoacidos especificos localizados
proximos ao sitio ativo foram substituidos produzindo uma alteracdo de
especificidade pelo substrato.

Além das aplicagdes industriais, 0 uso de enzimas possui elevada relevancia
em analises clinicas e quimica, biomedicina e pesquisa, pois devido a sua
especificidade e sensibilidade, tornaram-se ferramentas analiticas potentes na
quantificacao de substancias em concentragdes muito baixas. As enzimas também
sdo cada vez mais utilizadas no tratamento dos residuos sélidos e biorremediagao.
O tratamento bioldgico dos residuos ocorre tanto por processos aerdbicos quanto
anaeroébicos. As enzimas podem ser aplicadas na remog¢ao de produtos quimicos
contidos em residuos ou efluentes industriais por remocao de poluentes insoluveis
(L'OPEZ et al., 2004). Como estratégia em biorremediacao, a aplicagdo de enzimas
apresentam aspectos vantajosos em relagdo a biorremediacdo quimica ou
microbiana, como apresentar menor toxicidade e serem biodegradaveis
(SUTHERLAND et al. 2004). Por outro lado, os elevados custos de producédo de
enzimas tem sido um aspecto negativo na aplicacdo desses biocatalizadores em
larga escala (ALCALDE et al., 2006).

A biocatalise ou biotransformacgao envolve processos em que um catalisador
bioldgico é utilizado na conversao de um substrato (composto orgénico) a partir de
etapas enzimaticas. Para um processo de biocatalise eficaz, € necessaria a analise
detalhada de fatores que condicionam integralmente o desenvolvimento e a
otimizacao de um processo biotecnoldgico (ILLANES, 2008).

Com a identificacdo de novas enzimas, a biocatdlise ampliou os seus
horizontes, sendo também aplicada na industria farmacéutica, na protecdo ambiental

e na biorremediacdo. Com as preocupacdes ambientais, as reacdes catalisadas por
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enzimas sao cada vez mais estudadas para substituir os métodos tradicionais de
sintese quimica, sendo as hidrolases a classe de maior aplicabilidade (Figura 1.3.2).
Comparando os dois processos, as reag¢des catalisadas por enzimas geram menos
produtos secundarios devido a elevada seletividade e especificidade e produzem

residuos ambientalmente seguros (VENTURA et al, 2008).

M Hydrolases

M Transferase

M Lyases

M [somerases

W Oxido - reductases

m Reducing cells

m Oxidizing cells

Fonte: STRAATHOF, 2002
Figura 1.3.2 Enzimas utilizadas em biocatalises

A baixa estabilidade das enzimas no meio reacional € um fator preocupante
em processos industriais. A estabilidade é determinante para a obtencdo de

elevadas taxas de conversao (BON et al., 2008).

1.3.3 Cutinases
As hidrolases constituem uma classe de enzimas que catalisa a reacdo de

hidrélise de varias ligagbes covalentes. Compreendem uma diversidade de enzimas,
cujas atividades dependem principalmente de uma triade catalitica formada por
residuos de serina (Ser), asparagina (Asp) e histidina (His) (SHEN, 2010). Possuem
inumeras aplicagbes, desde aplicagdes em detergentes até a resolugdo de misturas
racémicas para produgdo de farmacos quirais de grande importancia na industria
farmacéutica (LIN et al., 2006; CHAUBEY et al., 2006; FERNANDEZ et al., 2006;
SOETAN et al., 2010).

Dentre as hidrolases, as esterases catalisam reagbes que envolvem ligacao
éster. Sdo enzimas que nao utilizam cofatores e que geralmente possuem elevada

estabilidade e, segundo representacbes de cinética de Michaelis-Menten,
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necessitam de uma minima concentragao de substrato para atingir elevada atividade
(BORNSCHEUER, 2002).

As cutinases sao esterases que contem uma estrutura protéica compacta com
197 residuos de aminoacidos e apresentam a triade catalitica composta por Ser120,
His188 e um grupo carboxil de Asp175, tipica das hidrolases (Figura 1.3.3). Também
sdo caracterizadas por apresentar cinco cadeias [, quatro hélices e nucleo
hidrofébico. Na estrutura proteica das cutinases ha residuo triptofano (Trp69) que
esta localizado proximo a uma ponte dissulfeto (Cys31-Cys109) (EGMOND, DE-
VLIEG, 2000).

His 188
Seri20 Asp 17

MN-term

Fonte: ENGMOND, DE-VLIEG, 2000

Figura 1.3.3 Estrutura de cutinase apresentando a triade catalitica (Ser120, Asp175
e His188), em conjunto com cinco cadeias beta (setas pretas) e quatro hélices (A, B,
CeF)

Métodos de cristalografia e de engenharia de proteinas utilizados para definir
a estrutura das enzimas, tornaram possivel o esclarecimento do mecanismo de acao
das cutinases. A partir dessas ferramentas, foi possivel compreender as relagcbes
entre estrutura e fungéo de cutinase cujos estudos tem auxiliado na aplicabilidade da
enzima (EGMOND, DE-VLIEG, 2000).

O grupo das cutinases & composto por cerca de 20 membros. Em todas
serina-hidrolases, o sitio ativo esta invariavelmente localizado na extremidade C-
terminal de uma das cadeias . O sitio catalitico das cutinases nao é protegido por
alca helicoidal anfipatica, presente nas lipases. Por outro lado, em algumas
cutinases, ha a presenga de um sitio de conformagdo que abre e fecha,

caracteristica tipica das lipases. Esse movimento de “mini-tampa” das cutinases
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cobrindo o sitio ativo é responsavel por sua adaptacdo a diferentes solventes
(MELO, 2003). A figura 1.3.4 ilustra uma representacao tridimensional da estrutura
protéica de uma cutinase onde estédo diferenciadas a area movel e a area rigida do
sitio ativo, além de residuos de aminoacidos especificos para a catélise. Ressalta-se
a auséncia da ativagao interfacial detectada no comportamento catalitico das
cutinases (BRORREGUERO et al., 2001).

loop 40-52

Fonte: ENGMOND, VLIEG, 2000

Figura 1.3.4 Estrutura 3D de uma cutinase mostrando acessibilidade da regiao sitio
ativo. A regido em vermelho corresponde a area movel e em azul, a area rigida. Os
sitios com residuos de aminoacidos especificos para a catalise estao indicados na
cor branca

As cutinases sao consideradas enzimas versateis por demonstrarem atividade
hidrolitica sobre uma grande variedade de ésteres, desde ésteres sintéticos soluveis,
como p-nitrofenil ésteres, a triglicerideos insoluveis de cadeia longa, como trioleina e
tricaprilina, bem como triacilgliceréis emulsificados (EGMOND, DE-VLIEG, 2000). A
maioria dos estudos em biocatdlise por cutinases tem se concentrado na
degradacédo de poliésteres e na esterificagdo ou transesterificagdo de pequenas
moléculas. A atividade esterasica da cutinase tem sido investigada em produtos e
processos industriais (P10 et al., 2008).

As cutinases tém sido aplicadas na composicdo de detergentes de roupas e
lougas. Quando comparada com uma lipase comercial para remogao de gordura no
processo de lavagem, as cutinases apresentam vantagens, pois a enzima tem a

propriedade de hidrolisar gorduras na auséncia do calcio. As cutinases podem
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também ser utilizadas na sintese de surfactantes, produtos de higiene pessoal,
triglicerideos, polimeros, farmacos e agroquimicos (PI1O et al., 2008).

O uso de enzimas como lipases e cutinases no processo de tratamento da
superficie de fibras téxteis tem mostrado melhora na hidrofilicidade de poliésteres
através da hidrélise de ligacdes éster (VERTOMMEN et al., 2005). As cutinases
também tém apresentado outras propriedades, como remover mancha de gordura
em tecidos, modificar a superficie de fibras sintéticas de poliéster e poliamida,
melhorar a aderéncia de liquidos nas fibras de algodao (SILVA et al., 2005; DEGANI,
GEPSTEIN, DOSORETZ, 2002).

Na industria alimenticia, as cutinases tem mostrado eficiéncia em reagdes de
esterificacdo de acido ferulico com 1-octanol, realizadas a partir da aplicacdo de
cutinase de Fusarium solani pisi (STAMATIS, SERETI, KOLISIS, 1999). Carvalho et
al. (1997) aplicaram a cutinase recombinante de Fusarium solani pisi em micelas
reversas de bis (2-etil-1-hexil) sulfosuccinato de sodio (AOT) / isooctano, obtendo
hexil acetato, um éster de cadeia curta com aroma de fruta.

Inseticidas organofosforados, utilizados no controle de pragas na agricultura e
no tratamento de parasitas na pecuaria, sdo compostos que permanecem no
ambiente, principalmente em formas lipidicas. Possuem a capacidade de serem
absorvidos por praticamente todas as vias, incluindo o trato gastrointestinal, pele,
membranas mucosas e pulmdes, causando danos a saude (PIO et al., 2008).

Estudos realizados na biodegradagédo destes inseticidas utilizando cutinase
de Fusarium oxysporum e esterase de levedura apresentaram resultados
significativos. A porcentagem de degradacao do inseticida pela cutinase foi cerca de
60% da quantidade inicial durante os primeiros 30 min e cerca de 50% foi
decomposto nos primeiros 15 min (KIM et al., 2006).

No setor industrial de éleos e gorduras, diversos processos para manipulagao
da composicdo das misturas de ftriglicerideos tém sido realizados. Apesar das
lipases terem sido as enzimas mais utilizadas neste segmento, as cutinases
possuem também consideravel potencial por hidrolisar os acidos graxos de cadeia
curta (BADENES et al.,2010).

1.3.4 Producédo microbiana de enzimas

No inicio da década de 1960, estudos de producédo de enzimas por micro-

organismos foram iniciados e atualmente, esses metabdlitos representam quase
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90% do utilizado no mercado (ILLANES, 2008). Os micro-organismos sao excelentes
produtores de enzima por serem versateis, possuirem metabolismo robusto e
facilidade de crescimento em larga escala por cultivo submerso ou soélido. Essas
caracteristicas tém implicagbes tecnoldgicas relevantes, fazendo com que a
producdo de microbiana de enzimas torne o processo simples e de baixo custo,
independente de produtos secundarios.

As enzimas podem ser obtidas através de cultivo submerso, a partir de micro-
organismos que apresentam elevada cinética de crescimento, com densidades
celulares e niveis de expressdao elevados, o que facilita a recuperagdo do
biocatalisador.

A maioria das enzimas é produzida por organismos mesofilos. No entanto, o
potencial das enzimas produzidas por micro-organismos extremofilos tem estimulado
pesquisas em busca de enzimas adaptadas a aplicacdo em condicbes extremas:
estaveis a altas temperaturas e ativas sob temperaturas baixas (DE MIGUEL-
BOUZAS, et al. 2006). Ainda que os extremdfilos sejam de dificil manipulagdo em
laboratério, os seus genes podem ser clonados em hospedeiros meséfilos
adequados, como no caso da clonagem de genes de enzimas termofilicas de
archaea (BERTOLDO, ANTRANIKIAN, 2002).

Avangos na genética molecular e engenharia genética nas ultimas décadas
tornaram possivel clonar e expressar qualquer gene num micro-organismo
hospedeiro adequado. A partir desse processo, enzimas de outros micro-
orrganismos e de organismos superiores podem ser produzidas em hospedeiros
microbianos convenientes como bactérias, leveduras e fungos. Este fator tem
contribuido significativamente com o aumento da quantidade de enzimas que podem
ser produzidas por cultivo microbiano e também no aumento da produtividade da
fermentagdo e da qualidade do produto enzimatico. Essa propor¢cao deve ter
aumentado significativamente durante a ultima década por causa dos avangos na
tecnologia de DNA recombinante e na tecnologia da engenharia de proteinas e
também por causa do aumento da producédo de enzimas especiais para as industrias
farmacéuticas e de quimica fina. Por exemplo, a producao de proteases alcalinas
para detergentes fez uso extensivo das ferramentas da engenharia genética e de
proteinas para construir proteases projetadas especificamente para agir de forma

eficiente sob condigbes extremas de lavagem (MAURER, 2004).
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O tipo de aplicacdo de enzimas pode definir o tipo de processo para a sua
producao. Enzimas podem ser produzidas para diversas aplicagdes, de processos
industriais a aplicagdes em pequena escala em pesquisas (THOMAS et al., 2002).
Enzimas especiais para uso farmacéutico, por exemplo, sdo produzidas em
quantidades relativamente pequenas e com elevado grau de pureza, enquanto que
as enzimas utilizadas na producdao de alimentos, no tratamento de tecidos e
combustiveis sdo geralmente extratos brutos, produzidos em larga escala. Enzimas
microbianas podem ser produzidas por fermentacao e recuperadas a partir do liquido
metabdlico (enzimas extracelulares) ou a partir do extrato celular originado da
ruptura celular (AEHLE, 2003).

Os processos realizados para obtengdo de metabdlitos compreendem o
tratamento da matéria-prima, preparacdo dos meios de producao, esterilizacéo e a
sintese enzimatica, representada pela fase de reproducido das células produtoras,
além dos processos de separagao (extracdo da enzima a partir do meio de
producao), purificagdo (remog¢ao de contaminantes indesejados) e formulagéo do
produto enzimatico (operagdes finais de estabilizagdo) (Figura 1.3.5). A produgéo de
enzimas em larga escala ocorre tanto em cultivos submersos quanto em cultivos no
estado solido (BON et al., 2008).

Enzimas microbianas produzidas por fermentacao sob condicbes controladas
envolvem parametros operacionais, pH, temperatura, aeragdo e agitagdo que sao
rigidamente controlados (EUROPEAN COMISSION, 2002). A fermentac&o submersa
€ 0 processo mais relevante na producdo de enzimas microbianas, embora a
fermentagdo em estado sdlido a partir de fungos filamentosos também apresenta

potencial.
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Fonte: lllanes, 2008
Figura 1.3.5 O fluxograma mostra etapas convencionais utilizadas em processos
biotecnoldgicos para obtencdo de enzimas. F: fermentacdo; S: separagédo solido-
liquido, E: extragdo de células; C: concentracao; P;: operacdes de purificagao; D:
secagem; F;: formulacao; *-enzima extracelular;, —*: enzima intracelular;
=¥ fluidos celulares.

O cultivo submerso foi desenvolvido apés a Segunda Guerra Mundial para
producao industrial de antibidticos e desde entdo tem representado a area mais
relevante da engenharia de bioprocessos. Essa tecnologia, desenvolvida e
automatizada tem sido utilizada na producdo da maior parte das enzimas industriais
(EL-MANSI et al., 2007). O cultivo submerso pode ser realizado em diferentes
modos de operacado. O método mais tradicional é a fermentagcdo em biorreator, onde
0 mesmo € preenchido com o meio de cultivo e os micro-organismos sao inoculados
e incubados sob condigcdes controladas. Nesse processo, quando o produto é
sintetizado, as células sdo separadas para a recuperagao da enzima (intracelular),
ou entdo toda a biomassa € descartada e o meio contendo a enzima extracelular é
recuperado (ILLANES, 2008).

1.3.5 Ultrafiltracéo
A baixa concentracao de enzimas dispersas no liquido metabdlico livre de
células representa uma das desvantagens na producdo de enzimas, visto que a

concentracdo do bioproduto tem impacto no custo de producdo fina. Mesmo sob
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condi¢cboes otimas de crescimento celular, a concentracdo de proteina raramente
ultrapassa algumas gramas por litro (LIU et al., 2000), de modo que o liquido
metabdlico contendo a enzima geralmente € concentrado antes de processos de
purificacao ou formulacéo.

Muitas das operacbes utilizadas na concentracdo de enzima tém potencial
para purificagdo. A operacdo mais relevante para a concentracido de enzima é de
ultrafiltracdo, que consiste numa operagao de filtracdo por membrana, onde a
diferenca de pressdo através da membrana é a forga motriz. As moléculas sao
separadas de acordo com o seu tamanho (1.000 a 100.000 Da), de modo que
abrange a maior parte das enzimas. Apesar do potencial de purificagdo, a
ultrafiltracao tem sido utilizada principalmente para concentrar enzimas por remogao
de solvente (agua) e solutos de pequeno tamanho (ILLANES, 2008).

Membranas de ultrafiltracdo sao feitas de materiais diferentes (poliamida,
poliacrilonitrila, polisulfona, dentre outros) desde que apresentem estabilidade,
resisténcia mecanica e compatibilidade quimica. O coeficiente de rejeigdo também é
outro fato relevante, pois ele determina a fracdo da concentracdo de soluto
(proteina) que é retida pela membrana.

A ultrafiltracdo é um processo suave e, portanto, a inativagédo de enzimas é
minima. Porém, a polarizagdo de concentragcado (acumulagéo de proteinas proximo
da membrana) constitui um fator negativo na estabilidade das enzimas. O aumento
da concentragao da proteina pela membrana estabelece um gradiente que promove
a difusdo contraria da proteina para fora da superficie da membrana (GOOSEN et
al., 2005). Para minimizar a concentragao e evitar a polarizagao, é importante reduzir
a espessura da pelicula para limpar os depdésitos. Baixas concentragdes de proteina
e baixo fluxo sdo também aconselhaveis.

O grau de pureza das enzimas comerciais depende do tipo de aplicabilidade e
varia de preparagdes enzimaticas brutas até altamente purificadas. A ultrafiltracéo é
utilizada para concentrar, purificar e fracionar solu¢gdées que contem macromoléculas,
proporcionando estabilizacdo de atividade enzimatica. Nesse processo, a filtragao
tangencial sob pressdo, possibilita a permeabilidade de moléculas de solventes e
solutos de menor tamanho através dos poros da membrana, enquanto outras
moléculas ou particulas maiores sao retidas. O didmetro dos poros dessas
membranas encontram-se na faixa entre 0,05 ym e 1 nm. (RODRIGUES, et al.,
2003).



Gomes, D.S. Producao de cutinases por Escherichia coli recombinante ... 33

1.3.6 Formulacao de enzima

A estabilidade enzimatica indica a manutencéo da atividade catalitica por um
determinado periodo. Sob a influéncia de alguns fatores, como a temperatura e o
pH, as enzimas podem sofrer modificacdes estruturais e posterior inativagdo ou
desnaturagdo. As enzimas com aplicacdes tecnologicas devem ser estaveis sob
condicbes de armazenamento e operacionais por um longo periodo de tempo
(CHANIOTAKIS, 2003). Agentes, como o glicerol e a sacarose tem sido adicionados
a liquidos metabdlicos com atividade enzimatica visando a estabilizagdo de enzimas
industriais. Substancias similares a esses polidis, como sorbitol e xilitol, podem
também preservar a atividade de enzimas (CARNEIRO, 2003).

Alguns procedimentos sao fundamentais para formulagcdo dos extratos
enzimaticos. Para a manutengédo da conformagao nativa do biocatalisador e de sua
atividade, além de agentes estabilizantes, devem ser adicionados conservantes
microbiolégicos, produtos microbiostaticos inibidores de crescimento microbiano, ou
microbicidas, tornando o liquido metabdlico viavel comercialmente e aplicavel em
setores industriais.

Apos a etapa de purificagao, o processo de formulagdo € um passo crucial na
producado de enzimas, especialmente no caso de enzimas industriais, uma vez que é
geralmente essa etapa da produgcao que confere vantagem competitiva ao produtor.

Formulagao de enzima inclui operacdes de tratamento final, estabilizacio e
normalizacdo. O tratamento final refere-se a eliminagdo de contaminantes nao
removidos previamente. Para enzimas industriais, nesse processo a remogao dos
sais e o ajuste de pH, sao considerados se a enzima é produzida no estado liquido.

A estabilizacdo € um fator relevante na produgdo de enzimas, ja que o
produto da deve resistir as condicdes de armazenamento e transporte, sem perdas
significativas de atividade. Enzimas em estado liquido podem perder 10-20% da sua
atividade durante um periodo de 4-6 meses em temperatura ambiente, portanto o
armazenamento refrigerado é recomendado para aumentar a sua vida de prateleira.

Aditivos quimicos também s&o utilizados para aumentar a estabilidade da
enzimas durante o armazenamento e sob condi¢des operacionais. Esses compostos
possuem a finalidade e prevenir a contaminacdo microbiana e/ou preservar a

estrutura da enzima. A contaminacdo microbiana € um problema em enzimas no
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estado liquido, bem como a acao de proteases as quais podem degradar a enzima
de forma consideravel.

A filtracdo e a adigdo de conservantes sao alternativas para garantir a
qualidade microbiolégica da enzima, impedindo a deterioracdo. No entanto, a
guestdo-chave para a estabilizacdo de enzima é a preservagdo da conformacgao da
cadeia protéica para impedir a agregacdo, desdobrando qualquer alteragao
prejudicial na estrutura tridimensional nativa da enzima. Proteinas sdo mais estaveis
em solugdes concentradas e com forga ibnica elevada. Alguns sais neutros podem
atuar como estabilizantes por promover interagdes hidrofébicas da molécula de
enzima, enquanto que os outros podem promover efeitos caotrépicos que
desestabilizam a estrutura da proteina (CHANIOTAKIS, 2004).

Alguns cations que fazem parte do sitio ativo podem agir como
estabilizadores, como Mg++, Co++ e Ca++. Polidis de baixo peso molecular, tais
como glicerol e sorbitol e agucares também podem atuar como estabilizadores de
reducao da atividade de agua e prevencédo de desdobramento da proteina (JOO et
al., 2005). O glicerol também pode ser utilizado para proteger contra a desnaturagao

em baixas temperaturas.

1.3.7 Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas compostas de uma quantidade variavel
(dezenas ou centenas de milhares) de unidades repetidas, ligadas covalentemente
por monémeros. Esses compostos possuem elevada massa molar e podem ser
classificados de diversas maneiras: quanto a obtenc&do (naturais ou sintéticos),
quanto a fungdo quimica (poli-hidrocarbonetos, policarbonatos, poliésteres, etc.),
quanto a resisténcia mecanica (plasticos, fibras, borrachas e resinas) e quanto a
aplicagao tecnoldgica (termoplasticos e termorrigidos). A classificagédo dos polimeros
também depende do tipo e do numero médio de monémeros na cadeia, além da
forma da ligagao covalente (CANEVAROLO-JR, 2006).

Os polimeros sintéticos organicos sao basicamente formados por
hidrocarbonetos insaturados, derivados do petréleo, como o etileno e o propileno.O
primeiro polimero sintético, o polifenol, foi produzido em 1907 por Leo Baekeland,
nos USA. Diversas macromoléculas foram sintetizadas em todo o mundo, tornando

os polimeros um material onipresente em nosso cotidiano. No século XX, os
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polimeros sintéticos (plasticos, as borrachas e fibras sintéticas) passaram a ser
produzidos em larga escala (MANO, 2004).

A reacdo de polimerizagdo que da origem a esses materiais, em geral, é
classificada em: condensacao e adi¢gao. Na reacao por condensacio, cada etapa do
processo elimina uma molécula de uma substancia simples, geralmente a agua. Na
reacao por adicdo, os mondmeros reagem para produzir um polimero, sem ocorrer a
formagao de subprodutos (MARINHO, 2005). As reacgdes por adicdo sao conduzidas
na presencga de catalisadores, exercendo controle sobre a estrutura da molécula,
proporcionando efeitos nas propriedades do polimero. As poliamidas, como o Nylon,
os poliuretanos e os poliésteres, como o politereftalato de etileno (PET) sao
polimeros obtidos por condensac¢édo. Exemplos de polimeros obtidos por reacdo de
polimerizagao por adicao: polietileno (PE), policloreto de vinila (PVC), poliestireno
(PS) (MANO, 2004).

Os polimeros plasticos apresentam-se solidos como produtos finais e podem
ser inseridos na categoria dos termoplasticos que sdo materiais que, sob a agao do
calor, podem ser moldados a quente, tomando a forma definitiva apdés o
resfriamento. Esse processo pode ser repetido diversas vezes, o que torna esse
material reprocessavel e também permite que esses materiais possam ser
reciclados. Dentro do grupo dos termoplasticos, o PET possui elevado destaque
(CANEVAROLO-JR, 20086).

As poliamidas, os poliésteres e o polipropileno sao os plasticos mais utilizados
para producao de fibras, tanto téxteis como de refor¢o. Para confecgao de pecas de
vestuario, essas fibras podem ser transformadas em fios por processos de
moldagem como a fiagao por fusao, fiacao seca ou umida (MARINHO, 2005).

O PET ¢é um poliéster, polimero termoplastico, obtido a partir de monémeros
do etilenoglicol e o acido tereftalico a partir de reacbes de condensacéo, gerando
além do polimero, substancias secundarias, como a agua (Figura 1.3.6) (ABIPET,
2012).



Gomes, D.S. Producao de cutinases por Escherichia coli recombinante ... 36

wnooc—( O ) coon 0 0

I
+0c COCH,CHA,
ACIDO TEREFTALICO
+ 250 °C, esterificagdo +
n HOCH,CH,OH (2n-1) H,0
ETILENOGLICOL PM ~200.000

Figura 1.3.6Reacao de polimerizagao para produgéo de PET

Utilizadas principalmente por industrias de refrigerantes e sucos, as garrafas
PET movimentam hoje um mercado que produz cerca de 9 bilhdes de unidades
anualmente no Brasil, das quais 53% nao sao reaproveitadas. Com isso, cerca de
4,7 bilhdes de unidades por ano sao descartadas na natureza, poluindo rios, indo
para lixbes ou mesmo espalhadas por terrenos vazios. Entre 1995 e 2005, a
producao de PET para fabricagdo de garrafas aumentou de 120 mil toneladas para
cerca de 374 mil toneladas, devido principalmente a industria de refrigerantes
(ABIPET, 2012).

O PET possui elevada resisténcia mecanica e quimica, suportando o contato
com agentes agressivos e por essas caracteristicas, € utilizado na fabricacdo de
garrafas e frascos para refrigerantes, aguas, sucos, 6leos comestiveis,
medicamentos, cosméticos, além de fibras para a industria téxtil, isolante elétrico,
dentre outros (MARINHO, 2005).

A partir da reagao de esterificagédo, o acido tereftalico e o etilenoglicol formam
um prepolimero, o bis (2-hidroxietileno) (BHET). Em seguida, com a utilizagao de
catalisadores (metal, 6xido ou sal metalico), a temperatura de aproximadamente
280 °C, o BHET sofre reagdo de policondensacgao, originando o PET com massa
molar média de 200.000 (MARINHO, 2005).

1.3.8 Degradacao de pléasticos
Na dltima década, a quantidade de plasticos tem aumentado

substancialmente na composi¢cdo de residuos sélidos urbanos (RSU). Em 2005,
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cerca de 20 % p/p dos RSU coletados no Brasil foram constituidos por esse material
(PLASTIVIDA, 2008).

A figura 1.3.7 ilustra a produgéo de polimeros termoplasticos. De acordo com
a referéncia, os plasticos de maior produgao foram PE, PP, PVC e PET em ordem
decrescente. Com relacdo a geragao de residuos solidos, ficou constatado que o
descarte no ambiente de PET atingiu cerca de 20 %. Logo, uma grande quantidade
desse plastico tem sido responsavel pela poluicdo ambiental e pelo acumulo de

residuos soélidos nos aterros sanitarios (ROMAO et al., 2009).
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Fonte: Romao, Spinace e Paoli(2009).
Figura 1.3.7 Dados de produgéo nacional de polimeros termoplasticos, geragao de
RSU e indice de reciclagem mecanica (IRM) dos polimeros pds-consumo

O tempo médio de degradagcao de plasticos atinge cerca de 500 anos em
meédia. Nesse ponto de vista, € necessario aperfeicoar o processo de degradagao a
fim de diminuir o tempo de meia-vida desses compostos. A composi¢cao dos
plasticos pode submeter-se a degradagcado quimica por exposicdo a algum agente
agressivo: residuos de catalisador, presenga de oxigénio e/ou impurezas de
mondmeros, enquanto que a degradagao fisica pode ser provocada por
cisalhamento e/ou calor (DE PAOLI, 2008). Considerando que as degradagdes
fisico-quimicas envolvem temperaturas e pressdes elevadas, alternativas tem sido

investigadas através do tratamento biolégico por agdo de enzimas.
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2.1 RESUMO

A acdo hidrolitica de cutinases tem sido utilizada na degradacdo de materiais
plasticos. O politereftalato de etileno (PET) possui elevado tempo de meia-vida em
relacdo ao tratamento de residuos sélidos urbanos. O objetivo deste trabalho foi de
produzir cutinases por Escherichia coli geneticamente modificadas, caracterizar e
formular essas enzimas, melhorando o tratamento de materiais plasticos. A atividade
maxima de cutinases foi de 1,4 Ul/mL, produzidos por cultivo submerso em meio LB,
na presenga de ampicilina e isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG). As
cutinases obtidas apresentaram pH 6timo 7,0 e estabilidade térmica a 30-50 °C,
durante 90 min. A adi¢cdo de glicerol, PEG-200 e (NH4)2SO4 no liquido metabdlico,
concentrado por ultrafiltragcao, estabilizou a atividade da enzima durante 60 dias, a
28 °C. No tratamento de PET, durante o periodo de 48 h, as cutinases conduziram a
perda de peso maxima de 0,90%. Cutinases microbianas recombinantes sdo uma

alternativa para aplicagao no tratamento biolégico de materiais plasticos.

Palavras-chave: cutinases; politereftalato de etileno; aplicagcado ambiental.
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2.2 ABSTRACT

The hydrolytic action of cutinases has been applied to the degradation of plastics.
Polyethylene terephthalate (PET) have long half-life which constitutes a major
problem for their treatment as urban solid residues. The aim of this work was to
accelerate their degradation using enzymatic hydrolysis by recombinant cutinases.
The wild type form of cutinase from Fusarium solani pisi and its C-terminal fusion to
cellulose binding domain N1 from Cellulomonas fimi were produced by genetically
modifiedEscherichia coli. The maximum activity of cutinases produced in Lactose
Broth in the presence of ampicillin and isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
was 1.4 IU/mL. Both cutinases had an optimum pH around 7.0 and they were stable
between 30 and 50 °C during 90 min. The addition of glycerol, PEG-200 and
(NH,4)2S0O4 to the metabolic liquid, concentrated by ultrafiltration, stabilized the activity
during 60 days at 28 °C. The treatment of PET with cutinases during 48 h led to
maxima weight loss of 0.90 %. Recombinant microbial cutinases may present

advantages to plastic disposal through biological treatments.

Keywords: cutinases, poly(ethylene terephthalate), environmental applicattions.



Gomes, D.S. Producao de cutinases por Escherichia coli recombinante ... 46

2.3 INTRODUCAO
As cutinases (EC 3.1.1.74) sdo enzimas versateis por demonstrarem varias

propriedades para aplicagdo em produtos e processos industriais. Esses
biocatalisadores apresentam atividade hidrolitica sobre varios ésteres, desde ésteres
sintéticos soluveis a triglicerideos insoluveis de cadeia longa, como trioleina e
tricaprilina, bem como triacilgliceréis emulsificados (Egmond e De-Vlieg, 2000).

A maioria dos estudos em biocatalise por cutinases tem se concentrado na
degradacdo de poliésteres e outros polimeros e na esterificacdo ou
transesterificagcdo de pequenas moléculas. Por exemplo, novas cutinases de
Thermobifida fusca (Thf42_Cut1) e Thermobifida cellulolysitica (Thc _Cut1 e
Thc_Cut2) foram clonadas, caracterizadas e as propriedades cinéticas de hidrélises
de PET foram comparadas. Correlagdes semelhantes foram determinadas entre
essas enzimas para os parametros cinéticos na presencga de substrato soluvel, para
os produtos de hidrolise de PET e para o grau de hidrofilizagdo de PET (Acero et al.
2011).

A ferramenta de clonagem da genética molecular foi também utilizada para
construcao de cutinases quiméricas por fusao do dominio catalitico com um maddulo
de ligagdo em carboidratos (CBM). Essa estratégia resultou em aumento da
concentracdo de enzima na superficie do substrato (Boraston et al. 2004).
Construgcbes de genes foram obtidas usando CBM distintos, fundidos de forma
independente para o C-terminal da cutinase. A CBM do tipo B da endoglucanase C
a partir de Cellulomonas fimi, & capaz de se ligar a celulose amorfa e foi selecionada
com base na afinidade do substrato. Os resultados obtidos demonstraram a hidrdlise
do substrato e um aumento da reatividade e hidrofilicidade nas fibras de celulose
que apresentaram maior absor¢cdo de corante reativo em tecidos tratados quando
comparadas com as fibras tratadas por cutinase nativa (Matama et al. 2009).

As caracterizagdes enzimaticas de pH 6timo e temperatura 6tima, bem como
de estabilidades ao pH e térmica durante o tempo de reacao, apresentam elevada
importancia quanto a aplicacao de bioprodutos com atividade catalitica. Além desses
parametros, a adicdo de substancias quimicas na formulagdo de produtos aumenta
e/ou estabiliza a atividade enzimatica durante o armazenamento e condicbes
operacionais de processos biotecnoldgicos sao fundamentais na comercializagéo de

enzimas (Vermelho et al. 2008).
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Os polimeros plasticos possuem elevada versatilidade e aplicabilidade no
mercado. O politereftalato de etileno (PET) sdo termoplasticos que foram produzidos
em larga escala no século XX (Mano, 2004; Canevarolo-Jr, 2006). As garrafas PET
movimentam no Brasil, um mercado de 9 bilhdes de unidades/ano, sendo mais de
50% descartadas na natureza por ndo serem reaproveitadas (ABIPET:

http://www.abipet.org.br/index.html).

Na ultima década, a quantidade de polimeros plasticos tem aumentado
exponencialmente na composigcdo de residuo solido urbano. Estratégias para
modificagdo estrutural e biodegradagado sao alternativas para reducdo do acumulo
desses polimeros. Por conseguinte, o objetivo deste trabalho foi produzir cutinases
por E. coli recombinante e investigar condicbes de estabilidade da enzima para

aplicacido na degradacéo de PET.

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Micro-organismos

Culturas de E. coli geneticamente modificadas, gentiimente cedidas pelo Prof
Artur Cavaco-Paulo, a partir da Universidade do Minho - Portugal, foram utilizados
para a produgao das cutinases a seguir:
* tipo selvagem CUT de Fusarium solani;
* CUT-N1: cutinase de F. solani fundida ao CBM tipo B N1 de endoglucanase C de

Cellulomonas fimi.

Estas culturas foram mantidas em Lysogeny Broth (LB) (1% de triptona, 0,5% de
extrato de levedura, 1% NaCl a pH 7,0) e agar a 2%, suplementado com 100 ug/mi

de ampicilina.

2.4.2 Producéo de cutinases

Culturas de E. coli CUT e E. coli CUT-N1 com 24 h de incubacdo foram
inoculadas separadamente em frascos de Erlenmeyer com LB suplementado com
100 ug/mL de ampicilina e incubadas sob agitacdo em orbital de 150 rpm, a 37 °C,
durante 12 h. Esses in6culos a 0,1 % v/v foram utilizados para producdo de

cutinases por E. coli CUT e E. coli CUT-N1 em frascos de Erlenmeyer com LB
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suplementado com ampicilina e mantidos sob as mesmas condicées. As culturas
foram induzidas pela adicdo de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) ao
atingirem uma absorbéancia em 600 nm (Asoo) igual a 0,6. Os sobrenadantes livres de
células foram centrifugados a uma velocidade orbital de 5000 rpm durante 20 min, a
4 °C e utilizado para dosagem de cutinases e determinacdo de pH. Os cultivos

submersos foram realizados em triplicata.

2.4.3 Determinacgao da atividade enzimatica

A atividade de cutinases foi determinada em espectrofotémetro a 405 nm
através da reacao de hidrélise de p-nitrofenil butirato (p-NPB). Uma aliquota do
sobrenadante livre de células (0,07 mL) foi adicionada a 3,43 mL da solugao
contendo 1,12 mM de p-NPB, tampao fosfato 50 mM pH 7,2, Triton X-100 0,2% e
tetrahidrofurano 0,43 M (Pio et al. 2008).

Os célculos de atividade de cutinases foram baseados no coeficiente de
extingdo do p-nitrofenol em 405 nm (15,1 mmol™ . cm'1). Uma unidade internacional
(Ul) de cutinases foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
converter 1 umol de p-NPB em p-nitrofenol (p-NP) por minuto. Todos os ensaios de

atividade foram realizados em ftriplicata.

2.4.4 Ultrafiltragao

Os sobrenadantes livres de célula foram submetidos a ultrafiltragdo para
concentragcao por membrana filtrante plana (Pellicon XL - Millipore) com porosidade
de 10 KDa sob pressao de 2,5 bar. A amostra foi separada em duas fases: retentado
(concentrado) e permeado. O processo foi realizado no laboratério da Bioenzima
Industria e Comércio Ltda. Apdés o processo de concentracdo, conservantes
microbiolégicos (sorbato de sédio 0,25% e benzoato de sdodio 0,25%) foram

adicionados ao liquido metabdlico concentrado.

2.4.5 Efeitos de pH e temperatura na estabilidade de cutinases

O pH détimo para atividade das cutinases foi determinado no liquido
metabdlico concentrado e formulado na presenga do substrato (p-NPB) em tampao
fosfato 0,1 M (pH 6-8) e tampao glicina-NaOH (pH 9). Aliquotas foram retiradas para

determinagao de atividades de cutinases nos intervalos de 30, 60 e 90 minutos.
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O extrato enzimatico concentrado e formulado de cutinases, em pH 6étimo, foi
incubado em diferentes temperaturas, variando entre 30 e 70 °C. Aliquotas foram
retiradas em 30, 60 e 90 min de incubagao para determinacao da estabilidade
térmica.

Os ensaios de investigacdo de pH e temperatura foram realizados em
triplicata. A determinagédo enzimatica foi realizada conforme descrito anteriormente

no item 2.4.3.

2.4.6 Aplicacdo de cutinases engenheiradas

O PET utilizado nos experimentos de tratamento foi processado
industrialmente pela Coca Cola e descartado no ambiente.

As garrafas PET foram cortadas em particulas de 20 x 20 mm e submetidas a
um pré-tratamento em solugao de Tween - 80 a 2 % v/v, a 50 °C durante 1 h. Em
seguida, foram lavadas em agua destilada durante 1 h e submetidas a secagem em
estufa a temperatura de 40 °C durante 24 h.

Os polimeros pré-tratados foram pesados e submetidos a radiacdo UV
durante 1 h; 0,01 % de PET foram adicionados a uma solucdo contendo tampao
fosfato 0,1 M pH 7,5 e 1 % do liquido metabdlico concentrado e formulado com
atividade de cutinases. As amostras foram incubadas em frascos de Erlenmeyer e
submetidos a uma agitacdo orbital de 90 rpm a 37 °C, durante 48 h. Apdés o
tratamento, as amostras foram lavadas em solucdo de Na,COs a 2 g/L durante 2 h,
com o objetivo de parar a reagdo enzimatica. Em seguida, os polimeros foram
lavados em solugao de Tween-80 a 10 g/L, a 25 °C, durante 1 h e posteriormente
lavados em agua destilada (O’neill e Cavaco-Paulo, 2004).

Apos o porcesso de pré-tratamento, as amostras de PET foram secas em

estufa (40 °C durante 24 h) e submetidos a pesagem.

2.4.7 Formulacéo do liquido metabdlico

O planejamento fatorial 2% com quatro repetigdes no ponto central foi utilizado
para investigar a estabilidade da enzima, utilizando os produtos quimicos glicerol,
polietilenoglicol (PEG-200) e sulfato de amonio ((NH4).SO,4) como os fatores (Tabela
1). Aliquotas foram retiradas com 0, 30 e 60 dias de armazenamento a temperatura

ambiente (28 °C) para determinagédo enzimatica.
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Tabela 2.4.1. Fatores e niveis investigados na estabilizacdo de cutinases (EC

3.1.1.74)
Fatores Niveis
(%) - Ponto central +
Glicerol 0 2,5 5
PEG-200 5 7,5 10
(NH4)2SO4 5 7,5 10

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Curva de crescimento microbiano

A figura 2.5.1 ilustra a curva de crescimento das culturas de E. coli CUT e E.

coli CUT-N1, cultivadas na presenca de lactose como fonte de carbono (meio LB) e

ampicilina sob cultivo submerso. Na analise do comportamento dessas culturas, a

fase de laténcia do crescimento microbiano foi observada durante as primeiras duas

horas de cultivo. A curta duragdo dessa fase € justificada por essas culturas terem

sido previamente inoculadas sob as mesmas condi¢des fisico-quimicas com células

na fase estacionaria maxima (12 h).

Fig. 2.5.1 Curva de crescimento celular das culturas de E. coli CUT e E. coli
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A fase exponencial de E. coli CUT e E. coli CUT-N1 ocorreu entre 2 e 6 h de
cultivo. A taxa de velocidade especifica maxima de crescimento celular (Pmax),
estimada pela inclinagdo maxima na fase exponencial de crescimento, foram iguais a
1,3 h" e 1,2 h", para E. coli CUT e E. coli CUT-N1, respectivamente. A maior
producao de biomassa foi determinada na fase estacionaria maxima, atingindo 1,3
g/L com 24 h de cultivo para as duas culturas de E. coli que apresentaram nas
condi¢des de trabalho, comportamento semelhante durante o cultivo submerso.

A literatura apresenta dados de cinética microbiana de E. coli modificadas
geneticamente. Chaves (2009) avaliou parametros cinéticos de clones de E. coli
recombinantes para expressdo de antigenos de Leishmania chagasi. Nas analises
de crescimento em meio de cultivo contendo triptona, extrato de levedura, cloreto de
sédio a pH 7, foram determinados valores de pmax que variaram entre 0,11 e 0,22 h'.
Nesse estudo, também foi observado que a fase de crescimento exponencial foi
encerrada apos 6 h de cultivo e a biomassa maxima obtida foi igual a 3,14 g/L com
24 h de cultivo. A produtividade de células atingiu 0,13 g/L.h cujo valor foi maior que
0,05 g/L.h, calculado para E. coli CUT e E. coli CUT-N1 neste trabalho.

O Efeito Crabtree pode justificar a baixa produ¢cdo de biomassa obtida nos
cultivos de E. coli CUT e E. coli CUT-N1 quando o crescimento celular é inibido por
liberagdo de proteinas heterélogas do metabolismo de culturas modificadas
geneticamente. Um outro aspecto a ser considerado no crescimento dessas culturas
modificadas geneticamente é o comportamento das células na presenga de IPTG
(item 2.5.2).

2.5.2 Efeitos da concentracédo de IPTG na producéo de cutinases

A tabela 2.5.1 ilustra a producao diferenciada de cutinases pelas culturas
modificadas geneticamente de E. coli na presenca de diferentes concentragdes de
IPTG, adicionadas no inicio da fase exponencial, com 3 h de cultivo (absorbancia em
600 nm = 0,4-0,6). As concentragdes maximas de cutinases foram obtidas com 24 h
de cultivo. As culturas de E. coli apresentaram comportamentos diferentes em
relacéo a esse indutor investigado. A maior atividade de cutinases foi de 1,4 Ul/mL
por E. coli CUT-N1 na presenca de 0,2 mM de IPTG, determinada com 24 h de
cultivo submerso. A concentragao de 0,4 mM desse indutor inibiu a producdo de
cutinases por essa cultura. E. coli CUT expressou no maximo 0,7 Ul/mL de cutinases

na concentracio de 0,2 mM de IPTG.
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A indugdo pelo IPTG foi eficiente para a cultura E. coli CUT-N1 que
apresentou mais de 50 % da atividade na menor concentracao investigada (0,2 mM).
Por conseguinte, nesse trabalho, 0,2 mM foi a concentragéo de IPTG utilizada para a

producao de cutinases pelas culturas de E. coli modificadas geneticamente.

Tabela 2.5.1. Atividade de cutinases do liquido metabdlico livre de células das
culturas de E. coli CUT e E. coli CUT-N1 sob cultivo submerso na presenca de

diferentes concentrac¢des de IPTG

E. coli IPTG Atividade de cutinases (Ul/mL)
(mM) 3h 4 h 5h 18 h 20h 24h
E. coli CUT 0,2 0,02 0,08 0,1 0,5 0,6 0,7
E. coli CUT-N1 0,2 0,06 0,3 0,4 0,8 1,2 1,4
E. coli CUT 0,4 0,01 0,06 0,1 0,4 0,5 0,6
E. coli CUT-N1 0,4 0,04 0,3 0,4 0,7 0,8 0,9

A diminuigdo da atividade de cutinases nos dois cultivos pode ser devido ao
efeito toxico do IPTG na concentragdo de 0,4 mM. A investigacao da adigdo de
indutores € uma variavel importante no processo de producao de proteinas,
especialmente em grande escala, uma vez que IPTG possui custo elevado e pode
ser toxicos para a célula (Einsfeldt, 2011). Pan et al. (2008) confirmaram que IPTG,
utilizado para induzir a expressao de genes clonados, € um composto toxico que em
concentragdes elevadas, reduzem drasticamente o crescimento celular em algumas
culturas recombinantes de E. coli.

A inducéao de expressao de proteinas utilizando IPTG também é um fator que
causa resposta de estresse na célula, podendo ocasionar a perda do plasmideo que
contém o gene recombinante de interesse (Sorensen e Mortensen, 2005). Kosinski e
Bailey (1991) observaram a inibicdo temporaria da proteina H35 durante a fase
exponencial de crescimento, apds a adicao de IPTG a uma cultura de E. coli. Além
disso, elevados niveis de expressao da proteina recombinante, utilizando IPTG
como indutor também podem induzir a expressao de diversas proteases cuja
atividade enzimatica influencia no resultado da enzima expressa (Han e Lee, 2006).

Parekh e Patel (2012) avaliaram as concentragdes de IPTG: 0,1, 0,5 e 1 mM
durante 2, 4 e 6 h de indugcdao da proteina Fce-Bik por E. coli modificada
geneticamente. O nivel de expressao dessa proteina foi investigado por eletroforese

em gel de poliacrilamida. A reducdo da expressao da proteina recombinante na
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concentracdo de 1 mM de IPTG foi observada em comparacdo as outras

concentragoes do indutor.

2.5.3 Ultrafiltrac&o de liquidos metabdlicos

Os liquidos metabdlicos livres de células das culturas de E. coli modificadas
geneticamente foram concentrados duas vezes pelo processo de ultrafiltragéo
(Tabela 2.5.2). A retencéo de atividade de cutinase no bioproduto concentrado

atingiu 93 % quando comparado com as amostras controle.

Tabela 2.5.2. Atividade enzimatica das fases concentrada de liquidos

metabdlicos
Micro-organismo Atividade enzimética Retencéo de
(Ul/mL) atividade
Controle Concentrado (%)
E. coli CUT 0,7 1,3 93
E. coli CUT — N1 1,4 2,6 93

As atividades enzimaticas determinadas nos liquidos metabdlicos
concentrados foram aproximadamente o dobro das atividades das amostras
controles. A massa molar média das cutinases € igual a 24 KDa e por conseguinte,
apenas 7 % dessas enzimas atravessaram os poros da membrana de 10 KDa
(UNIPROT: http://www.uniprot.org/uniprot/P00590). Logo, as atividades enzimaticas
nos permeados foram baixas, atingindo 0,10 e 0,15 Ul/mL nos cultivos de E.coli CUT
e E.coli CUT-N1, respectivamente.

Nao houve perda de atividade de cutinases no processo de ultrafiltragcao, isto
€, a membrana de 10 KDa sob as condi¢cbes de trabalho ndo reteve nenhuma
substancia essencial a atividade das enzimas. A adigdo dos conservantes
microbiolégicos ao liquido metabdlico antes e apds o processo de ultrafiltragdo
também néo influenciou a atividade enzimatica.

A ultrafiltracdo por membrana utiliza forga tangencial para impulsionar a
passagem de substancias através dos poros, ocasionando a passagem de

moléculas maiores que o tamanho do poro.
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254 pH o6timo e estabilidade de cutinases em liquidos metabdlicos
concentrados livres de células

As figuras 2.5.2 e 2.5.3 ilustram o pH étimo e a estabilidade em diferentes
pHs dos extratos enzimaticos concentrados de cutinases durante 30, 60 e 90
minutos a temperatura de 28 °C. As cutinases expressas por E. coli CUT e E. coli
CUT-N1 apresentaram o mesmo comportamento em funcdo do pH. A atividade
maxima foi determinada em pH 7,0 (pH 6timo) e a estabilidade maxima foi
determinada com 90 min de incubagao nesse pH.

A estabilidade ao pH de cutinases produzidas pelas culturas de E. coli CUT e
E. coli CUT-N1 diminuiu a medida que variou de pH 7,0 a pH 9,0. A atividade de
cutinases a pH 9,0 atingiu apenas 20 % do valor maximo no tempo inicial e n&o foi
determinada durante a incubacéo de 30 a 90 minutos. A atividade das enzimas a pH
6,0 diminuiu durante a incubacgao e atingiu 80-90 % do valor maximo durante os 90

min.
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Fig. 2.5.2 Retencao de atividade enzimatica de liquido concentrado e formulado
de E. coli CUT a pH 6-9
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Fig. 2.5.3 Retencdo de atividade enzimética de liqguido concentrado e formulado
de E. coli CUT-N1 a pH 6-9

O pH o6timo 7,0 para cutinases foi também determinado por Pio et al. (2008),
que cultivaram Fusarium oxysporum em placas de Petri na presenca de batata-
dextrose-agar (BDA) e investigaram o pH na faixa de pH 4 a 10.

Por outro lado, cutinases produzidas por F. solani pisi e T. fusca, apds
isolamento e purificagdo, apresentaram pH 6timo 8,0 na presenca de trioleina e
pNPB. Essas enzimas foram produzidas em meios especificos sob agitagdo em
orbital de 200 rpm, a 50 °C (Cheng et al. 2008).

Speranza et al. (2011) caracterizaram cutinases produzidas por F. oxysporum
em cultivos solidos e determinaram também atividade maxima a pH 8,0 em
diferentes meios de cultivo na presencga de farelo de trigo, casca de soja e farelo de
arroz e, a pH 9,0 na presenca de torta de pinhdo manso. Embora as atividades
maximas tenham sido em meio levemente alcalino, a estabilidade dessas cutinases
foi maior em pH 6,0.

O pH o6timo de trés cutinases construidas por fusdo com diferentes CBM e
expressas em E. coli foi o mesmo valor do pH 6timo da enzima nativa (pH 8,0). A
estabilidade ao pH foi maxima para as trés enzimas recombinantes apds incubagao
por 24 h a 37 °C em pH 6timo (Zhang et al. 2010).
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2.5.5 Estabilidade térmica de cutinases em liquidos metabdlicos
concentrados livres de células

A figura 2.5.4 ilustra as atividades de cutinases produzidas por E. coli
modificadas geneticamente sob pH 6timo, apds incubagdo em temperaturas de 30 a
70 °C durante 30, 60 e 90 min. As culturas de E. coli produziram cutinases
termofilicas. As atividades alcancaram o maximo valor apds incubacdo a 30, 40 e 50
°C, durante 90 min. A retencdo de atividade a 60 °C foi apenas 38 % e nao foi
determinada atividade enzimatica apds incubacdo a 70 °C, apdés os 90 min. As
cutinases de E. coli CUT e de E. coli CUT-N1 apresentaram o0 mesmo

comportamento.
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Fig. 2.5.4 Estabilidade térmica dos liquidos metabdlicos da cultura de E. coli
CUT-N1 em pH 6timo

A literatura apresenta diversas referéncias de cutinases termofilicas. Zhang et
al. (2010) determinaram temperatura étima de 50 °C para cutinases recombinantes e
observaram o tempo de meia-vida foi de 53 h apds incubagao na temperatura étima.
Ronkvist et al. (2009) caracterizaram cutinases produzidas por diferentes micro-
organismos e determinaram termoestabilidade a 50 °C para cutinases produzidas
por Pseudomonas mendocina e F. solani, enquanto que cutinases de Humilica
insolens apresentaram termoestabilidade a 70-80 °C.

Por outro lado, cutinases mesofilicas também sao produzidas por micro-

organismos. Speranza et al. (2011) compararam caracteristicas de cutinases
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produzidas por F. oxysporum em cultivos solidos distintos. A temperatura étima e a
estabilidade térmica variou entre 30 e 37°C em fungdo do substrato. Cheng et al.
(2008) caracterizaram cutinases produzidas por F. solani pisi e T. fusca e
determinaram temperaturas 6timas de 30 e 40 °C, respectivamente. Cutinases de T.
fusca exibiram estabilidade térmica superior, com atividades residuais de mais de 80
% apos 160 h, a 40 °C.

2.5.6 Aplicacdo de liquidos metabdlicos com atividade de cutinases no
tratamento de plasticos

A tabela 2.5.4 apresenta os resultados de diferenca de peso durante a
investigacdo do tratamento de PET por aplicacdo de liquidos metabdlicos livres de
células produzidos por E. coli CUT e E. coli CUT-N1 com atividades de cutinases
iguais a 1,3 e 2,6 Ul/mL, respectivamente. A maior perda de massa do PET durante
o tratamento por acdo das cutinases foi determinado na presenca do liquido
metabdlico produzido por E. coli CUT-N1 e atingiu uma diminuicdo de cerca de %

da massa desse plastico apds o periodo de incubagao a 37 °C durante 48 h.

Tabela 2.5.3. Tratamento de PET por cutinases em tampéao fosfato pH 7,2
durante 48 h

Amostras Peso inicial (mg) Peso final (mg) Perda de massa (%)
Controle 167,4+0,04 167,4+0,04 0

E. coli CUT 183,0+0,15 182,940,15 0,06

E. coli CUT-N1 167,2+0,22 165,7+2,77 0,90

Vertommen et al. (2005) observaram uma modificagdo superficial de PET por
agao catalitica de cutinases e lipases comerciais. Apés 120 h de incubacao, a
degradacéao desse plastico foi observada, além da determinagao de co-polimeros do
PET, presentes nos liquidos metabdlicos.

Ronkvist et al. (2009) compararam a acéao catalitica de cutinases produzidas
por H. insolens, P. mendocina e F. solani na presenga de filmes de PET como
substratos. Apdés 96 h de incubagdo, as atividades cataliticas das cutinases
produzidas por F. solani e por P. mendocina resultaram numa perda de 5 % em peso
do filme desse plastico a 40 e 50 °C, respectivamente. No entanto, a hidrélise por
cutinases produzidas por H. insolens a 70 °C resultou numa perda de peso igual a

9713 % em 96 h. Os autores determinaram uma perda de espessura da pelicula de
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PET de baixa cristalinidade de 30 ym/dia. Além disso, a analise dos produtos
aquosos dos trés tratamentos mostrou a presenca de acido tereftalico e etileno
glicol.

Acero et al. (2011) avaliaram cutinases produzidas por T. cellulosilytica
DSM44535 (Thc_Cut1 e Thc_Cut2) e T. fusca DSM44342 (Thf42_Cut1) na hidrdlise
de PET. A cutinase Thc_Cut1 hidrolisou esse substrato com liberagao de elevadas
quantidades de acido tereftalico, dentre outros compostos. Embora as cutinases
Thc_Cut1 e Thc_Cut2 tenham apresentado alto grau de homologia, as propriedades
hidroliticas foram distintas. A modelagem dessas enzimas revelou que diferencas
eletrostaticas e hidrofébicas nas propriedades da superficie do sitio ativo poderiam
ser responsaveis por essas diferengas. Esses autores observaram o aumento da
hidrofilicidade do PET, indicado pela diminuicao do &ngulo de contato com a agua.

Ribitsch et al. (2012) caracterizaram o processo de hidrolise de PET por
cutinase produzida por Thermobifida alba (Tha_Cut1). Esses autores determinaram
a diminuicdo do angulo de contato da agua (WCA) de 87,7° a 45,0° na superficie
hidrolisada de PET, conduzindo a melhoria na hidrofilicidade do polimero,
caracteristica fundamental no tratamento de degradagao de plastico.

A literatura mostra a versatilidade das cutinases utilizada no tratamento de
outros polimeros. Wang et al. (2010) apresentaram resultados de aplicagdo de
cutinases em processos de pré-tratamento enzimatico de tecidos. Os autores
observaram que as cutinases atuam como agentes modificadores da superficie do

polimero, facilitando a absorgcéo de outras substancias em diversos tratamentos.

2.5.7 Formulacdo de liquido metabdlico concentrado com atividade de
cutinases

A tabela 2.5.3 apresenta as atividades de cutinases produzidas por E. coli
CUT-N1 no liquido metabdlico livre de células, concentrado e formulado com glicerol,
PEG-200 e (NH4),SO4. A atividade da amostra controle foi 2,6 Ul/mL, na auséncia
dos aditivos quimicos, enquanto os liquidos metabdlicos formulados apresentaram
atividades de cutinases de 1,4 a 2,6 Ul/mL. A atividade de cutinases foi
independente das concentragdes de PEG-200 (5 e 10 %) e glicerol (0 e 5 %),
enquanto que a concentragao do sal influenciou a atividade enzimatica cujo valor
maximo foi determinado na presenga de 10 % de (NH4)>,SO4 (ensaios 5 e 8), no

tempo inicial.
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Em baixas concentragdes, os sais podem estabilizar proteinas por interagdes
eletrostaticas nao especificas, dependendo apenas da forca ibnica do meio. Em
elevadas concentracbes, os sais exercem efeitos especificos em proteinas,
resultando na precipitacao desses compostos. Os sais atuam no aumento da tensao
interfacial entre a superficie da proteina e no solvente, alterando a solubilidade
(Hamada et al. 2009).

Na formulacdo para estabilizar CUT-N1 produzida pela E. coli, as atividades
maximas (2,4 — 2,6 Ul/mL) determinadas no tempo inicial ndo apresentaram
estabilidade durante o armazenamento. Por outro lado, a atividade cutinolitica de 2,2
Ul/mL, determinada nos ensaios do ponto central (ensaios 9, 10, 11 e 12),
apresentou 100 % da retencao da atividade, na presenca de 2,5 % de glicerol, 7,5 %
de PEG-200 e 7,5 % de (NH4)2SO4, durante 60 dias de armazenamento, a 28 °C.

Tabela 2.5.4. Matriz decodificada de planejamento fatorial, atividade de

cutinases no tempo inicial e retencdo da atividade enzimética da E. coli CUT-

N1
Ensaio Glicerol PEG-200 (NH4)>SO, Atividade Retengéo de atividade
(%) (%) (%) enzimatica (%)

(Ul/mL) 30 dias 60 dias
1 0 5 5 2,2 100 50
2 5 5 5 1,8 100 100
3 0 10 5 1,8 100 100
4 5 10 5 1,8 100 100
5 0 5 10 2,6 70 75
6 5 5 10 24 90 70
7 0 10 10 1,4 100 80
8 5 10 10 2,6 70 70
9 2,5 7,5 7,5 2,2 100 100
10 2,5 7,5 7,5 2,2 100 100
11 2,5 7,5 7,5 2,2 100 100
12 2,5 7,5 7,5 2,2 100 100

A retengdo maxima de atividade de cutinases (100 %) foi determinada em 78
% dos liquidos metabdlicos formulados durante 60 dias de armazenamento a
temperatura ambiente (28 °C). Nesses ensaios, a concentragdo do (NH4)2(SOy) foi
menor do que 10 %. Esses resultados s&o confirmados pelos diagramas de Pareto

(figuras 5 e 6).
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A figura 2.5.5 ilustra o diagrama de Pareto que apresenta os efeitos exercidos
pelos fatores: glicerol, PEG-200 e (NH4)2(SO4) sobre a variavel resposta atividade de

cutinases do bioproduto produzido por E. coli CUT-N1, no tempo inicial.
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Legenda: A linha tracejada vertical indica o ponto no qual os efeitos estimados foram estatisticamente

significativos (p=0.05 nivel de 95% de confianca).

Fig. 2.5.5 Diagrama de Pareto de efeitos padronizados para o planejamento
fatorial 2° cujas variaveis independentes foram concentragdes de glicerol (1),
PEG-200 (2) e (NH4)2(S0O4) (3) e como variavel resposta a atividade de cutinases

CUT-N1 no tempo inicial da formulagdo do bioproduto

Considerando apenas os efeitos e interacées dos parametros analisados que
foram estatisticamente significativos, o aumento da concentracédo de 5 a 10 % de
(NH4)2(SO4) apresentou efeito positivo na atividade de cutinases e favoreceu a agao
catalitica dessa enzima.

Talekar et al. (2011) estabilizaram alfa-amilase de Bacillus amyloliquefaciens
imobilizada utilizando sulfato de aménio. A medida que a concentragdo do sal foi
aumentada, a recuperagdo da atividade enzimatica atingiu 100% com 70 % de
sulfato de amoénio. Os autores concluiram que a precipitagdo diminui a superficie
contato com o solvente e, consequentemente, aumenta a estabilidade de proteinas.

O PEG é um dos mais versateis polimeros solluveis em agua para o
redobramento de proteinas recombinantes e estabilizacdo de proteinas por

modificagdo quimica (Hamada et al. 2009). Na formulagao das cutinases produzidas
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por E. coli CUT-N, o diagrama de Pareto (figura 5) mostra que a interagao entre os
fatores glicerol e PEG-200 agem positivamente na estabilidade das proteinas.

Os diagramas de Pareto, apresentados nas figuras 2.5.6 e 2.5.7, ilustram os
efeitos exercidos pelos fatores investigados para analise da influencia dos aditivos
estabilizadores de estruturas protéicas (cutinases), respectivamente, durante 30 e 60
dias de armazenamento a temperatura ambiente.

Os resultados estatisticamente significativos desses diagramas de Pareto
estdo analisados a seguir. Com 30 dias de armazenamento, o aumento da
concentragao de (NH4)2(SO4) de 5 a 10 % apresentou efeito negativo na estabilidade
de cutinases, isto €, quanto maior a concentracdo desse sal, menor a atividade da
enzima. A interagdo negativa entre glicerol e PEG-200 sobre a estabilidade das
cutinases indicou que o aumento das concentracdes dessas duas variaveis diminuiu

a atividade de cutinases.
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Legenda: A linha tracejada vertical indica o ponto no qual os efeitos estimados foram estatisticamente

significativos (p=0.05 nivel de 95% de confianca).

Fig. 2.5.6 Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial cujas variaveis
independentes foram concentragdes de glicerol, PEG-200 e (NH4)2(SO,4) e como
variavel resposta, a atividade de cutinases CUT-N1, durante 30 dias de

armazenamento a temperatura ambiente

Os resultados dos efeitos da atividade de cutinases com 60 dias de
armazenamento estdo ilustrados na figura 6. Apenas a interagao entre os fatores

(NH4)2(SO4) e PEG-200 apresentou efeito estatisticamente significativo cujo valor foi
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negativo para estabilizagdo das cutinases, isto €, o aumento das concentragdes

dessas variaveis diminuiu a atividade catalitica.
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Legenda: A linha tracejada vertical indica o ponto no qual os efeitos estimados foram estatisticamente

significativos (p=0.05 nivel de 95% de confianga).

Fig. 2.5.7 Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial cujas variaveis
independentes foram concentragdes de glicerol, PEG-200 e (NH4)2(SO4) e como
variavel resposta, a atividade de cutinases CUT-N1, durante 60 dias de

armazenamento a temperatura ambiente

Todas as amostras de bioprodutos com atividade de cutinases produzidas por
E. coli CUT, formuladas com glicerol, PEG-200 e (NH4)2(SO4) apresentaram
atividade enzimatica menores que a amostra controle (ndo formulada). As retencées
de atividade diminuiram em 83 % dos ensaios durante 60 dias de armazenamento a

temperatura ambiente.

2.6 CONCLUSOES
¢ Producdo maxima de cutinases recombinantes CUT e CUT-N1 é induzida por
IPTG 0,2 mM;
e ultrafiltracdo por membrana de 10 KDa é eficiente para concentrar cutinases
presentes em liquido metabdlico livre de células;
e cutinases CUT e CUT-N1 produzidas por culturas de E. coli modificadas

geneticamente apresentam pH 6timo 7,0 e estabilidade térmica a 30-50 °C;
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e tratamento enzimatico de PET por cutinases durante 48 h, diminui a massa
desse plastico;

e 2,5 % de glicerol, 7,5 % de (NH4)2(SO4) e 7,5 % de PEG-200 adicionados no
liquido metabdlico estabilizam cutinases recombinantes durante 60 dias de

armazenamento, a 28 °C.
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CAPITULO Il
3.1 CONCLUSOES GERAIS

e A caracterizagdo de bioproduto com atividade enzimatica e sua estabilidade
ao armazenamento e sob condicbes operacionais sado primordiais no
desenvolvimento tecnoldgico de produtos comerciais;

¢ Investigacao cientifica de fisiologia microbiana deve ser incentivada visando
aumentar a produtividade de enzimas de aplicagéo tecnoldgica;

e A fase exponencial das culturas ocorreu entre 2 e 6 h de cultivo, com
velocidade especifica maxima de crescimento celular (umsx) iguais a 1,3 h™ e
1,2 h', para E. coli CUT e E. coli CUT-N1, respectivamente. Culturas
microbianas com elevada pmax s&o eficientes na produgéo de bioprodutos;

e A faixa de concentracao de IPTG investigada na expressao da proteina em E.
coli CUT e E. coli CUT-N1 mostrou que a quantidade a menor quatidade do
indutor foi eficiente na produg¢ao da enzima;

e O processo de ultrafiltracdo por membrana de 10 KDa e pressao de 2,5 bar foi
eficiente para concentrar liquidos metabdlicos livres de células com atividade
de cutinases;

e As cutinases produzidas por culturas de E. coli modificadas geneticamente
apresentaram atividade maxima em pH 7,0 e termoestabilidade na faixa entre
30e 50 °C;

e Concentragcbes de 5 a 10 % de (NH4)2(SO4) apresentaram efeito positivo na
atividade de cutinases, favorecendo a atividade catalitica dessa enzima,
embora apos 30 dias de armazenamento, essas concentracdes apresentaram
efeito negativo na estabilidade de cutinases;

e A interagéo entre glicerol e PEG-200 sobre a estabilidade das cutinases com
30 dias de armazenamento causou efeitos negativos na atividade de
cutinases;

e Apds 60 dias de armazenamento, os fatores (NH4)2(SO4;) e PEG-200
causaram efeitos negativos para estabilizagdo das cutinases;

¢ Planejamentos fatoriais subsequentes precisam ser realizados para investigar

a concentracio desse sal para otimizacédo da estabilidade das cutinases.
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e O tratamento enziméatico em PET durante 48 h ocasionou uma perda de

massa de 0,90 % e 1,57 %.
e Cutinases microbianas recombinantes sdo uma alternativa para aplicacdo em

tratamento biolégico de plasticos;



ANEXOS
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Abstract

Background: The hydrolytic action of cutinases has been applied to the degradation of
plastics. Polyethylene terephthalate (PET) have long half-life which constitutes a major
problem for their treatment as urban solid residues. The aim of this work was to characterize
and to improve stable the enzyme to optimize the process of degradation using enzymatic
hydrolysis of Polyethylene terephthalate (PET) by recombinant cutinases.

Results: The wild type form of cutinase from Fusarium solani pisi and its C-terminal fusion
to cellulose binding domain N1 from Cellulomonas fimi were produced by genetically
modifiedEscherichia coli. The maximum activity of cutinases produced in Lactose Broth in
the presence of ampicillin and isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) was 1.4 IU/mL.
Both cutinases had an optimum pH around 7.0 and they were stable between 30 and 50 °C
during 90 min. The addition of glycerol, PEG-200 and (NH4),SO4to the metabolic liquid,
concentrated by ultrafiltration, stabilized the activity during 60 days at 28 °C. The treatment
of PET with cutinases during 48 h led to maxima weight loss of 0.90 %.

Conclusions: Recombinant microbial cutinases may present advantages in the treatment of
Poly(ethylene terephthalate) PET through enzymatic treatments.

Introduction

Cutinase (EC 3.1.1.74) also known as cutin hydrolases are versatile enzymes that demonstrate
various useful properties applied to industrial products and processes. These biocatalysts have
hydrolytic activity on various compounds, ranging from natural to synthetic esters, whether
soluble or insoluble with long chain triglycerides such as triolein, tricaprylin and emulsified
triglycerides (Egmond and De-Vlieg, 2000).

Biocatalysis by cutinases have been applied to the degradation of polyesters among other
polymers and to the esterification or transesterification of small molecules. For example,
cutinases from Thermobifida fusca (Thf42_Cutl) and Thermobifida cellulolysitica (Thc_Cutl
and Thc Cut2) were cloned and the kinetic properties of Poly(ethylene terephthalate) PET
hydrolysis were characterized and compared with closely related cutinases so as to explain
their different hydrolysis efficiencies. Similar behavior between enzymes was determined by
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kinetic parameters in the presence of the soluble substrate, in the hydrolysis products of PET
and in PET hydrophilization. (Acero et al. 2011). The authors Acero et al. (2013) compared
these to The Cut2, mutants carrying Arg29Asn and/or Ala30Val exchanges and observed
considerable higher specific activity and higher kcat/KM values in soluble substrates. The
results described their specific activities and kinetic parameters on soluble substrates and their
ability to hydrolyze PET. This investigation described a PET model substrate
bis(benzoyloxyethyl) terephthalate (3PET).

Recently, two novel class II HFBs (hydrophobins) from Trichoderma spp. were described and
these cutinases can stimulate activity in PET. The authors suggest individual HFBs can
display different properties, and could be used in the enzymatic hydrolysis of aromatic-
aliphatic polyesters such as PET (Espino-Rammer et al., 2013).

The construction of chimeric cutinases by fusing the cutinase gene with genes coding
carbohydrate-binding modules (CBM) resulted in higher enzyme concentrations on the
surface of the cellulose-based solid substrates. Different gene constructs were obtained so that
different CBMs fused independently to the C-terminus of cutinase and produced different
substrate affinities. The type B CBM of the endoglucanase C from Cellulomonas fimi is
capable of binding to amorphous cellulose and was selected based on substrate affinity. The
results demonstrated the hydrolysis of the substrate and increased the reactivity and
hydrofilicity of the cellulose acetate fibers with higher reactive dye uptake in fabrics treated
when compared to the fibers treated with the wild type of cutinase (Matama et al. 2009).
Enzyme characterization regarding optimum pH and optimum temperature as well as pH and
thermal stabilities during the reaction time is very important for the application of bioproducts
with catalytic activity. These parameters can be further improved by the addition of certain
chemicals in the formulated product which could increase and / or stabilize the enzyme
activity during storage and operating conditions which are the key factors for marketing the
enzyme (Vermelho et al. 2008).

Plastic polymers have high versatility and applicability worldwide. Poly(ethylene
terephthalate) PET is a thermoplastic that was mass-produced in the twentieth century (Mano,
2004; Canevarolo-Jr, 2006). PET is a thermoplastic polymer resin of the polyester family to
use for food and other liquid containers. In Brazil, the market in PET commercial bottles
produces 9 billion units/year and more than 50 % are discarded in the environment and are not
reused (http://www.abipet.org.br/index.html). The recycling rate of PET is a very interesting
strategy for industrial organizations considering to takes into account social, economic and
environmental aspects is (McBean et al., 2005; Singh et al., 2009; Barboza et al., 2009). In
addition, the environmental incentive, recycling of PET as an industry is getting its driving
force from the increasing value and applications of virgin and modified PET (Awaja and
Pavel, 2005; Abipet, 2011). Those polymers can only react to produce partly crystalline
structures called "semicrystalline" partly crystalline structures, usually (Srtobl,1997).

In the last decade, the amount of plastic polymers in the composition of municipal solid waste
has increased exponentially. In addition, strategies to cope with this involve structural
modification and biodegradation and these are being developed as alternatives so as to reduce
the accumulation of these polymers. The goal of this work was to improve stable recombinant
cutinase production by Escherichia coli to be applied in the enzymatic degradation of PET.
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Materials and methods

Microorganisms

Cultures of E. coli genetically modified, kindly provided by Prof. Artur Cavaco-Paulo, from
the University of Minho — Portugal, were used for the production of the following cutinases:

+ wild type CUT from Fusarium solani;

* CUT-N1: cutinase from F. solani fused to the type B CBM N1 of endoglucanase C from
Cellulomonas fimi.

These cultures were maintained in Lysogeny broth (LB) (1 % tryptone, 0.5 % yeast extract, 1
% NaCl, pH 7.0) and 2 % agar, supplemented with 100 pg/ml ampicillin.

Poly(ethylene terephthalate)
PET bottles were obtained from commercial use.

Production of cutinases

Cultures of E. coli CUT and E. coli CUT-N1 with 24 h of incubation were separately
inoculated in Erlenmeyer flasks with LB-medium, supplemented with 100 pg/ml of ampicillin
and incubated under orbital agitation at 150 rpm at 37 °C for 12 h. These cultures were used
(0.1 % v/v) to inoculate fresh LB-medium, supplemented with Ampicillin and maintained
under the same conditions. The production of cutinases CUT and CUT-N1 was induced by the
addition of isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) after the cultures reached an
absorbance at 600 nm (A600) of 0.6. The culture media were centrifuged at the orbital speed
of 5000 rpm for 20 min at 4 °C and the cell-free supernatants were used for measuring
cutinase activity and determining pH. The cultures were grown in triplicate.

Determination of enzyme activity

The esterase activity was determined by spectrophotometry at 405 nm by the hydrolysis of p-
nitrophenyl butyrate (p-NPB). An aliquot of the cell-free supernatant (0.07 mL) was added to
3.43 ml solution containing 1.12 mM p-NPB, 50 mM phosphate buffer pH 7.2, Triton X-100
0.2 % v/v and tetrahydrofuran 0.43 M (Pio et al. 2008). The extinction coefficient of p-
nitrophenol at 405 nm was 15.1 mmol-1. Cm-1. One international unit (U) of cutinase was
defined as the amount of enzyme required to convert 1 umol of p-NPB into p-nitrophenol (p-
NP) per minute. All activity assays were performed in triplicate.

Ultrafiltration

The supernatant (cell-free) was subjected to ultrafiltration in order to concentrate the
enzymes. A flat membrane filter (Pellicon XL - Millipore) with a 10 kDa cutoff was used
under a pressure of 2.5 bar. The sample was separated into two: retentate (concentrate) and
permeate. The process was conducted in the laboratory of Bioenzima Industria e Comércio
Ltda. After the concentration process, anti-microbial preservatives (0.25 % sodium sorbate
and 0.25 % sodium benzoate) were added to the concentrated metabolic liquid.

Effects of pH and temperature on the stability of cutinases

The optimum pH for esterase activity in the concentrated and formulated enzyme solutions
was determined in the presence of the substrate (p-NPB) in 0.1 M phosphate buffer (pH 8.6)
and glycine-NaOH buffer (pH 9). Aliquots were removed for activity determination at
intervals of 30, 60 and 90 minutes.
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The concentrated and formulated enzyme extract of cutinases at optimum pH was incubated at
different temperatures between 30 and 70 °C. Aliquots were withdrawn at 30, 60 and 90 min
of incubation to determine thermal stability.

Assays of optima pH and investigation of temperature were performed in triplicate. Esterase
activity was determined as previously described.

Application of engineered cutinases
The PET used in the treatment experiments was produced industrially and discarded in the
environment.

These synthetic polymers were cut into pieces smaller than 20 x 20 mm. The samples were
subjected to a pretreatment solution of Tween-80 at 2 % v/v, at 50 °C for 1 h. Then, they were
washed in distilled water for 1h and dried in an oven at 40 °C for 24 h.

The pretreated polymers were weighed and subjected to UV radiation for 1 h; 0.01 % of PET
was added to a solution containing 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 and 1 % of concentrated
and formulated cell-free culture medium with esterase activity. The samples were incubated in
Erlenmeyer flasks and subjected to orbital shaking 90 rpm, at 37 °C for 48 h. After the
treatment, the samples were washed in a solution of 2 g/[. Na,COj; for 2 h, in order to stop the
enzymatic reaction. Then, the polymers were washed in 10 g/L Tween-80, at 25 °C for 1h and
subsequently washed with distilled water (O'Neil and Cavaco-Paulo, 2004).

The treated polymers were dried in an oven (40 °C for 24 h) and weighed.

Formulation of the concentrated liquid metabolic

The 2° factorial design with four center point replicates was used to optimize the enzyme
stability by adding the following compounds: glycerol, polyethylene glycol (PEG-200) and
ammonium sulfate ((NH4),SO4) as the factors (Table 1). Aliquots were removed at 0, 30 and
60 days of storage at room temperature (28 °C) to determine esterase activity.

Table 1. Factors and levels of full factorial design investigated in the stabilization of
cutinases

Full Factorial Design

Factors Levels

(%) - 0 +
Glycerol 0 2.5 5
PEG-200 5 7.5 10
(NH4),S0,4 5 7.5 10

Results and discussion

Microbial growth curve
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Figure 1 illustrates the growth curves of both cultures of E. coli CUT and E. coli CUT-NI,
grown in LB-medium at 37 °C. At the initial time of the cultivation the pH was 7.0 wich value
increased in the exponential phase of the cell growth to pH 7.2-7.3 that remained until the end
of the experiment.

The lag phase of microbial growth was during the first two hours of cultivation. The
exponential phase of E. coli CUT and E. coli CUT-N1 occurred between the second and sixth
hours. The maximum specific growth rates ([max) estimated by the maximum gradient in the
exponential growth phase were 1.3 h™ and 1.2 h™' for E. coli CUT and E. coli CUT-NI,
respectively. The highest biomass production was determined in the maximum stationary
phase, reaching 1.3 g/L after 24 h for the two cultures of E. coli that, under the working
conditions, showed a similar behaviour.
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Fig. 1 Cell growth curve of cultures of E. coli CUT and E. coli CUT-N1 in LB medium
supplemented with 100 pg.mL™ Ampicillin

The literature presents kinetic data of microbial E. coli genetically modified. Chaves (2009)
evaluated the kinetic parameters of transformed E. coli clones for the expression of antigens
of Leishmania chagasi. The growth in the culture medium containing tryptone, yeast extract,
sodium chloride at pH 7 led to pmax values ranging between 0.11 to 0.22 h™. These authors
also observed that the exponential growth phase finished within 6 of culture and the
maximum biomass obtained was equal to 3.14 g/L after 24 h of cultivation. Cell productivity
reached 0.13 g/L.h which was greater than the value 0.05 g/L.h calculated for E. coli CUT and
E. coli CUT-NI in our study.

The Crabtree effect may explain the low biomass production obtained in the cultures of E.
coli CUT and E. coli CUT-NI. Cell growth can be inhibited by the production of heterologous
proteins by the genetically modified cultures. Another aspect to be considered is the growth
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inhibition of these cultures because of the presence of IPTG itself. The addition of inducers is
an important variable in the production of proteins, especially on a large scale, since IPTG is
costly and it can be toxic to cells (Einsfeldt, 2011). Pan et al. (2008) confirmed that IPTG
used to induce expression of cloned genes is a toxic compound that in high concentrations
drastically reduces cell growth in some cultures of recombinant E. coli.

Effects of the concentration of IPTG in the production of cutinases

Table 2 illustrates the influence of IPTG concentration on the production of cutinases by E.
coli. IPTG was added at the start of the exponential phase after 3 h (absorbance at 600 nm =
0.4-0.6). The maximum activity concentration of both cutinases was obtained after 24 h of
cultivation. The cutinase activity produced by E. coli cultures showed different behaviours
regarding the effect of this inductor. The cutinase activity by E. coli CUT-N1 was strongly
dependent on the IPTG concentration; CUT-N1 production was inhibited by increasing the
IPTG concentration. The maximum cutinase activity was 1.4 U/ml by E. coli CUT-NI1 in the
presence of 0.2 mM of IPTG after 24 h of cultivation. E. coli CUT expressed the maximum of
0.7 U/ml of cutinases at the concentration of 0.2 mM of IPTG. This value was not
significantly changed by doubling the IPTG concentration.

Therefore, in this study, the concentration of 0.2 mM of IPTG was chosen for the production
of both cutinases CUT and CUT-NI.

Table 2. Activity of cutinases in the supernatant cell-free of E. coli CUT and E. coli
CUT-N1 under submerged culture in the presence of different concentrations of IPTG

E. coli IPTG Activity of cutinases (U/mL)

(mM) 3h 4 h 5h 1I8h  20h 24h
E. coli CUT 0.2 0.02 0.08 0.1 0.5 0.6 0.7
E. coli CUT-N1 0.2 0.06  0.30 0.4 0.8 1.2 1.4
E. coli CUT 0.4 0.01  0.06 0.1 0.4 0.5 0.6
E. coli CUT-NI1 0.4 0.04  0.30 0.4 0.7 0.8 0.9

The decrease of the esterase activity may be partially due to the toxic effect of IPTG at the
concentration of 0.4 mM. On the other hand, the induction of protein expression in the
presence of IPTG induces stress to cells, which can lose the plasmid that contains the
recombinant gene of interest (Sorensen and Mortensen, 2005). Kosinski and Bailey (1991)
observed the temporary inhibition of protein during the exponential growth phase after the
addition of IPTG to a culture of E. coli. Furthermore, high levels of recombinant protein
expression in the presence of [PTG can also induce the expression of several proteases the
enzymatic activity of which influences the activity of the heterologous enzyme (Han and Lee,
2006). Parekh and Patel (2012) investigated the IPTG concentrations: 0.1, 0.5 and 1 mM
during 2, 4 and 6 h of induction of the protein Fce-Bik by E. coli. The level of expression of
this protein was determined by electrophoresis in polyacrylamide gel. The reduction of the
expression of the recombinant protein in the presence of IPTG at 1 mM was observed when
compared to other concentrations of the inducer.

Ultrafiltration of metabolic liquid
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The (cell-free) supernatants with cutinolytic activity from the two genetically modified E. coli
were concentrated twice by ultrafiltration (Table 3). The retention of the activity of cutinases
on the concentrated bioproduct reached 93 % when compared with the sample controls.

Table 3. Enzymatic activity in the concentrated metabolic liquid

Microorganism Cutinolytic activity (U/mL) Retention of activity (%6)
Control Concentrate

E. coli CUT 0.7 1.3 93

E. coli CUT —-NI1 1.4 2.6 93

The cutinases determined in the concentrates showed approximately double the activity of the
control samples. Few enzyme molecules crossed through the membrane; the activities in
permeates reach only 0.10 and 0.15 U/ml for E. coli CUT and E. coli CUT-NI, respectively.
The average molecular mass of cutinases (24 kDa) and the pores of the membrane (10 kDa)
are responsible for these results (http://www.uniprot.org/uniprot/P00590). The substances
cross through the pores by tangential force in the ultrafiltration process and, consequently,
molecules larger than the pore size can also cross the membrane.

There was no loss of cutinolytic activity in the process of ultrafiltration. Under working
conditions, the membrane has not retained any essential substance for the enzyme activity;
neither did the addition of anti-microbial preservatives influence the enzyme activity.

pH optimum and pH stability of cutinases

Figures 2 and 3 show the optimum pH and stability at different pHs of the concentrated and
formulated supernatant with esterase activity during 30, 60 and 90 min at 28 °C. Cutinases
expressed by E. coli CUT and E. coli CUT-N1 showed the same behaviour as a function of
pH. The maximum activity was determined at pH 7.0 (optimum pH) and the maximum
stability was determined during 90 min of incubation at the optimum pH. The pH stability of
cutinases produced by E. coli CUT and E. coli CUT-Nldecreased from pH 7.0 to pH 9.0. The
esterase activity at pH 9.0 reached only 20 % of the maximum value in the initial time and
was not determined during the incubation. The enzyme activity at pH 6.0 decreased during the
incubation and reached 80-90 % of the maximum value during 90 min.
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Fig. 2 Retention of enzymatic activity of the concentrated and formulated metabolic
liquid from E. coli CUT atpH 6 to 9
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Fig. 3 Retention of enzymatic activity of the concentrated and formulated metabolic
liquid from E. coli CUT-NlatpH 6to 9

In the tested range of pH (4 to 10), the optimum pH 7.0 for cutinases from Fusarium
oxysporum was also found by Pio et al. (2008). Moreover, cutinases produced by F. solani
pisi and T. fusca, after isolation and purification, showed optimum pH 8.0 for the hydrolysis
of triolein and pNPB. These enzymes were produced in specific media under orbital agitation
of 200 rpm at 50 °C (Cheng et al. 2008). Speranza et al. (2011) characterized cutinases
produced by F. oxysporum and also determined maximal activity at pH 8.0 in different solid
culture media in the presence of wheat bran, soybean rind and rice bran; and at pH 9.0 in the
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presence of Jatropha curcas seed cake. Although the maximum activities took place in
slightly alkaline medium, the pH stability of these cutinases was higher at pH 6.0.

The optimum pH of three cutinases constructed by fusion with different CBM and expressed
in E. coli was the same value as the native enzyme optimum pH (pH 8.0). The pH stability
was highest for the three chimeric enzymes after incubation for 24 h at 37 °C under optimum
pH (Zhang et al. 2010).

Thermal stability of cutinases

Figure 4 shows the activities of CUT-N1 at optimum pH and after incubation at temperatures
of 30 to 70 °C during 30, 60 and 90 min. CUT showed the same behavior. The activities were
retained after incubation at 30, 40 and 50 °C, during 90 min. The retention of activity at 60 °C
was only 38 % and non-enzymatic activity was determined after incubation at 70 °C, during
90 min.

The literature shows several references of optimum temperature of cutinases equal to/above
50 °C. Zhang et al. (2010) determined optimal temperature of 50 °C for recombinant cutinases
and observed the half-life of 53 h after incubation at optimum temperature. Ronkvist et al.
(2009) characterized cutinases produced by different microorganisms and determined
thermostability at 50 °C for cutinases produced by Pseudomonas mendocina and F. solani,
while cutinases from Humilica insolens showed thermostability at 70-80 °C.
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Fig. 4 Thermal stability of the metabolic liquid of E. coli CUT-N1 at optimum pH

Moreover, mesophilic cutinases are also produced by microorganisms. Speranza et al. (2011)
compared characteristics of cutinases produced by F. oxysporum in different solid media. The
optimum temperature and the thermal stability ranged between 30 and 37 °C depending on the
substrate. Cheng et al. (2008) characterized cutinases produced by F. solani pisi and T. fusca
and determined optimum temperatures of 30 and 40 °C, respectively. Cutinases from T. fusca
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exhibited higher thermal stability; the residual activity was higher than 80 % after 160 h, at 40
°C.

Application of CUT and CUT-NL1 in the degradation of plastics

Table 4 presents the weight difference after the treatment of PET with cell-free culture media
produced by E. coli CUT and E. coli CUT-N1 with cutinase activity (1.3 and 2.6 U/mL,
respectively). The higher mass loss during the treatment of PET was verified in the presence
of CUT-N1. The decrease of the weight was approximately one percent of this plastic mass
after incubation at 37 °C during 48 h.

Table 4. Treatment of PET by cutinases in phosphate buffer pH 7.2 during 48 h

Samples Initial weight (mg)  Final weight (mg)  Weight loss (%)
Control 167.4+0.04 167.4+0.04 0

E. coli CUT 183.0£0.15 182.9+0.15 0.05

E. coli CUT-N1 167.2+0.22 165.7+£2.77 0.90

Vertommen et al. (2005) observed a surface modification of PET by the catalytic activity of
commercial lipases and cutinases. After 120 h of incubation, the degradation of this plastic
was observed, beyond the determination of co-polymers of PET, presents in the aqueous
phase.

Ronkvist et al. (2009) compared the catalytic activity of cutinases produced by H. insolens, F.
solani and P. mendocin in the presence of PET films as substrates. After 96 h of incubation,
the catalytic activities of cutinases produced by F. solani and P. mendocina resulted in a
weight loss of 5 % of this plastic at 40 and 50 °C, respectively. However, the hydrolysis of
cutinases produced by H. insolens at 70 °C, resulted in a weight loss of 9743 % after 96 h.
The authors determined a loss of the thickness film with low-crystallinity of 30 um/day.
Moreover, the analysis of the aqueous products of the three treatments showed the presence of
terephthalic acid and ethylene glycol.

Acero et al. (2011) evaluated cutinases produced by T. cellulosilytica DSM44535 (The_Cutl
and Thc Cut2) and T. fusca DSM44342 (Thf42 Cutl) in the PET hydrolysis. The cutinase
The Cutl hydrolyzed this substrate and released large amounts of terephthalic acid, among
other compounds. Different hydrolytic properties were determined although the cutinases
The Cutl and The Cut2 showed a high degree of homology. The modeling of these enzymes
revealed that electrostatic and hydrophobic differences in the surface properties of the active
site could be responsible for these characteristics. These authors observed an increase in the
PET hydrophilicity due to a decrease in the contact angle with the water.

Ribitsch et al. (2012) characterized the hydrolysis of PET from cutinases produced by
Thermobifida alba (Tha Cutl). The authors determined the decrease in the water contact
angle of 87.7° to 45.0° at the surface of PET hydrolyzed, leading to an improvement in the
polymer hydrophilicity, a fundamental characteristic in the treatment of plastic degradation.
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The literature shows the versatility of cutinases used in the treatment of other polymers. Wang
et al. (2010) showed results of cutinase applications in enzymatic processes of pretreating the
tissue. The authors showed that cutinases act as modifier agents of the polymer surface, by
facilitating the absorption of other substances in different treatments.

Formulation of concentrated metabolic liquid with cutinolytic activity

Table 5 shows the activities of cutinases produced by E. coli CUT-NI in the concentrated
metabolic liquid and formulated with glycerol, PEG-200 and (NH4),SO4. The activity of the
control sample was 2.6 U/ml in the absence of the chemical additives whereas the formulated
bioproduct showed cutinolytic activities of 1.4 to 2.6 IU/mL. The activity of cutinases was
independent of the concentrations of PEG-200 (5 and 10 %) and glycerol (0 and 5 %) while
the concentration of the salt influenced the enzyme activity the maximum value of which was
determined in the presence of 10 % of (NH4),SO4 (assays 5 and 8) at initial time.

At low concentrations, salts can stabilize proteins by non-specific electrostatic interactions,
depending only on the ionic strength of the medium. At high concentrations, salts exert
specific effects on protein, resulting in the precipitation of these compounds. Salts act on the
increase of the interfacial tension between the protein surface and the solvent, changing the
solubility (Hamada et al. 2009).

In the formulation to stabilize CUT-N1 produced by E. coli, the maximum activities (2.4-2.6
U/mL) determined at zero time showed low storage stability. On the other hand, the
cutinolytic activity of 2.2 U/ml determined on center point assays 9, 10, 11 and 12, showed
100 % of retention of the activity in the presence of 2.5% v/v glycerol, 7.5 % v/v PEG-200
and 7.5 % of (NH4),SOs, during 60 days of storage at 28 °C. Therefore, concentrations of
these chemical additives used on the center point are proposed to stabilize the CUT-N1.

Table 5. Decoded matrix of the factorial design, cutinolytic activity at initial time and
retention of activity of the bioproduct produced by E. coli CUT-N1

Assay Glycerol PEG-200 (NH4).SO, Activity Retention of activity (%)

(%0) (%0) (%) (U/mL) 30 days 60 days
1 0 5 5 2.2 100 50
2 5 5 5 1.8 100 100
3 0 10 5 1.8 100 100
4 5 10 5 1.8 100 100
5 0 5 10 2.6 70 75
6 5 5 10 24 90 70
7 0 10 10 14 100 80
8 5 10 10 2.6 70 70
9 2.5 7.5 7.5 2.2 100 100
10 2.5 7.5 7.5 2.2 100 100
11 2.5 7.5 7.5 2.2 100 100
12 2.5 7.5 7.5 2.2 100 100
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Figure 5 illustrates the Pareto chart that shows the effects by the factors: glycerol, PEG-200
and (NH4),SO4 on the response variable: esterase activity of the bioproduct produced by E.
coli CUT-NI at the initial time.

Glycerol x PEG-200 /// 33197

(3HMNH4I2504 //%z, TEG41T

23

Glycerol x (NH4)2504 2,213

(2)PEG-200 / -1.65985

(1)Glycerol / 1,1DBEET

PEG-200 x (NH4 2504 - 553283

(IS ) I I R S, A

p=.05
Key: The vertical dashed line indicates the point at which the effects estimated were
statistically significant (p = 0.05 at 95 % confidence).

Fig. 5 Pareto chart of standardized effects for (1) glycerol, (2) PEG-200 and (3)
(NH4)2SO, using activity of cutinases CUT-NL1 as the response variable at initial time

Considering the effects of the factors statistically significant, the increase of the concentration
of 5 to 10 % of (NH4),SOys in the activity of cutinases showed positive effect and led to higher
catalytic action of the enzyme produced by E. coli CUT-N1. Talekar et al. (2011) stabilized
alpha-amylase from Bacillus amyloliquefaciens immobilized using (NH4)2SOs. As the
concentration of this salt increased the enzyme activity also increased. The maximum activity
was at 70 % of (NH,4),SO4. The authors concluded that the precipitation reduces the contact
surface with the solvent and increases the stability of proteins.

PEG is one of the most versatile water soluble polymers for refolding recombinant proteins
and for stabilizing proteins by chemical modification (Hamada et al. 2009). In this study, the
Pareto chart (figure 5) shows the positive effect of the interaction between glycerol and PEG-
200 in the activity of CUT-NI.

The interpretation of the factorial design by Pareto chart in figure 6, using the retention of the
esterase activity during 30 days of storage as response, shows that the only significant
variable (factor) was the (NHy4),SO4 concentration. The increase of 5 to 10 % of this salt
negatively affected the stability of both cutinases, i.e., at higher concentrations of the salt, the
enzyme stability decreased. The negative interaction between glycerol and PEG-200 in the
stability of cutinases during 30 days of storage indicated that the increase of the
concentrations of these two variables, at working conditions, decreased the activity of
cutinases.
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The effects of the factors on the activity during 60 days of storage at room temperature were
not statistically significant.
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Key: The vertical dashed line indicates the point at which the effects estimates were
statistically significant (p = 0.05 at 95 % confidence).

Fig. 6 Pareto chart of standardized effects for (1) glycerol, (2) PEG-200 and (3)
(NH,4).SO, using activity of cutinases CUT-N1 as the response variable during 30 days of
storage at room temperature

All the tested samples of CUT — formulated with glycerol, PEG-200 and (NH4),SO4 - showed
lower enzyme activity than the control sample (non-formulated). The retention of the activity
decreased in 83 % of assays during 60 days of storage at room temperature.

Conclusions

» Maximum productions of recombinant cutinases CUT and CUT-N1 is induced by 0.2 mM
IPTG;

* ultrafiltration membrane of 10 kDa is effective to concentrate cutinases in cell-free
metabolic liquid;

» cutinases CUT and CUT-N1 produced by cultures of E. coli genetically modified have
optimum pH 7.0 and thermal stability at 30-50 °C;

* enzymatic treatment of PET by cutinases during 48 h decreases the mass of this plastic;

* 2.5 % v/v glycerol, 7.5 % (NH4)2(SOy), and 7.5 % v/v  PEG-200 added at the metabolic
liquid stabilize recombinant cutinases during 60 days of storage at 28 °C.
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