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RESUMO

A crise energética que vem atualmente sendo estabelecida mundialmente deve-
se principalmente a elevacdo de precos e escassez de fontes de petréleo. Em
virtude disso, novas fontes para a producao de combustiveis tem sido exploradas,
entre elas, o amido para a producdo de bioetanol. Para fermentacdo alcodlica o
amido deve ser clivado para liberacdo das moléculas de glicose presentes em sua
estrutura. Uma das enzimas necessarias nesse processo € a a-amilase,
responsavel pela hidrélise das ligagdes a-1,4 do amido liberando maltose e
oligossacarideos. Neste trabalho apresentamos estudo biofisico e estrutural de
uma a-amilase (Amy1l), proteina da levedura Cryptococcus flavus, expressa em
Saccharomyces cerevisiae. A Amyl foi obtida a partir do crescimento da levedura
recombinante por 72 horas em meio de cultura com extrato de levedura como
fonte de nitrogénio e purificada por cromatografia de troca ibnica e de excluséo
molecular. Essa enzima apresenta atividade oOtima em pH 5,5. Estudos de
dicroismo circular (CD) da Amyl recombinante em compara¢cdo com a proteina
selvagem mostraram que a expressdao em um organismo diferente ndo alterou
significativamente a estrutura da a-amilase recombinante. A estrutura secundaria
da Amy1 recombinante em agua a 25°C é constituida de 9,1% de a-hélice e
32,7% de folhas-B e da Amy1 selvagem de 8,2% de a-hélice e 34,7% de folhas-f.
Nenhuma das proteinas apresentou padréo de desnaturacdo com a elevacédo da
temperatura até 95°C, indicando a estabilidade estrutural dessas moléculas.
Estudos de atenuacdo de fluorescéncia, utilizando atenuadores carregados e
neutros e ajustes de Stern-Volmer, revelaram que a proteina recombinante
apresenta uma populacdo de triptofano predominantemente semi-enterrada. O
microambiente desse aminoacido é parcialmente carregado positivamente,
indicado pelos valores das constantes de Stern-Volmer (Kg,) obtidas para a partir
da atenuacdo de fluorescéncia pela acrilamida, cloreto de césio e iodeto de
potassio, nos pHs 5,5; 7,0 e 9,0. Mudancas conformacionais da proteina ocorrem
em pHs neutro e alcalino levando a inativagcdo da enzima. No entanto, as
mudancgas ocorridas em pH 5,5 s&o importantes para o aumento da atividade
catalitica dessa enzima.

Palavras-chave: Cryptococcus flavus, Saccharomyces cerevisiae, a-amilase,

estrutura de proteinas, dicroismo circular, fluorescéncia estatica.
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ABSTRACT

The energy crisis currently established worldwide has been the main motivation to
explore new sources for fuel production, as starch used for bioethanol. In this
process the a-amylase, responsible for the hydrolysis of the starch a-1-4 covalent
bonds, is used to release maltose and oligosaccharides. Here, we present
structural and biophysical studies of the a-amylase (Amyl) from yeast
Cryptococcus flavus, expressed in Saccharomyces cerevisiae. The Amyl was
obtained from recombinant yeast in culture medium for 72 hours with yeast extract
as nitrogen source. The enzyme was purified by ion exchange and molecular
exclusion chromatography and presents optimal activity in pH 5.5. Structural
studies using circular dichroism (CD) spectroscopy showed that recombinant and
wild type amylases (Amyl) are structurally similar. The secondary structure
content of recombinant and wild Amy1 in water at 25°C consists of 9.1% and 8.2%
a-helix, 32.7% and 34.7% B-sheet, respectively. The amylases were characterized
as thermal stable proteins, since none denaturation profile was observed under
increasing temperature up to 95°C. Fluorescence decay studies using charged
and neutral quenchers and Stern-Volmer approximation revealed that the
recombinant protein has a population of tryptophan predominantly semi-
buried. The tryptophan microenvironment is partially positively charged, indicated
by the values of the Stern-Volmer constant (Ksy) obtained from attenuation of
fluorescence by acrylamide, cesium chloride and potassium iodide at pH 5.5, 7.0
and 9.0. Protein conformational changes occur in neutral and alkaline pH leading
to inactivation of the enzyme. However, at pH 5.5 these conformational changes
are important for increasing the catalytic activity of this enzyme.

Keywords: Cryptococcus flavus, Saccharomyces cerevisiae, a-amylase, protein

structure, circular dichroism, static fluorescence.
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1. Introducéo

1.1 Consideracdes Gerais

Alfa-amilases s@o enzimas que catalisam a hidrdlise de ligacdes a-1,4 de
poliglicosideos como o amido e o glicogénio (Gupta et al., 2003). As a-amilases
tém sido aplicadas tecnologicamente em diversas areas de interesse econdmico,
principalmente nas industrias alimenticia, farmacéutica e de detergentes.
Atualmente essas enzimas tém sido investigadas como fonte natural para a
producdo de biocombustiveis, uma das alternativas para solu¢cdo do problema
energético mundial, justificavel pela escassez e oscilacdo dos precos do petréleo
e aumento de problemas ambientais ligados aos combustiveis fosseis. Nesse
contexto, as a-amilases passaram a ser utilizadas na producéo de bioetanol por

meio da fermentacdo de biomassa renovavel (Khaw et al., 2005).

A utilizacdo da biomasssa como fonte de energia renovavel e o incentivo
tecnoldgico e cientifico nessa area sao imprescindiveis para o desenvolvimento
de empresas locais e para o estabelecimento de uma fonte de rendimento
alternativa para os agricultores nas diversas regides brasileiras. Uma dessas
fontes de biomassa que vem sendo objeto de pesquisas € o amido, encontrado no
milho e na mandioca, fontes de baixo custo de producéo e de alto contetdo de

amido (Urquiaga et al., 2005).

Em 1975 o Brasil langou o Programa Brasileiro do Alcool (Proalcool) com
0s objetivos de reduzir o impacto causado pelo aumento do preco do petréleo e
diminuir os prejuizos do setor sucroalcooleiro por efeito da queda do preco do
acucar no mercado internacional (Mendonca et al., 2008). A partir da criacao
desse projeto o Brasil passou a investir no desenvolvimento de tecnologias para a
melhoria e maior rendimento na producdo do etanol, porem ainda had uma

caréncia de pesquisas nessa area.

Segundo as agéncias de analise Fo Licht, em 2010, a produ¢do mundial de

etanol deve crescer 11%, chegando a atingir 96,8 milhdes de metros cubicos. No



Brasil houve crescimento na demanda interna desde a implementagédo do
Proalcool até o lancamento dos carros bicombustiveis (tipo flex) em 2003, fator

gue contribui para esse aumento da demanda.

A Associacao Nacional de Fabricantes de Veiculos Automotores (Anfavea)
e a Unido da Industria de Cana-de-Acucar (UNICA) divulgaram que em janeiro de
2010 as vendas de carros bicombustiveis representaram 90% da venda total de
automoveis. Para atender o aumento dessa demanda de etanol tanto interna
como externa € necessario que o Brasil busque fontes alternativas para sua

producao.

Em face da importancia do investimento nacional no desenvolvimento e
implementacdo de fontes alternativas para a producao de fontes renovaveis de
energia, 0s objetivos especificos que nortearam esse trabalho foram a producéo e
caracterizagdo fisioquimica e estrutural de uma alfa a-amilase isolada de um
fungo do cerrado de Brasilia. Nesse sentido, a levedura Cryptococcus flavus,
objeto de estudo da presente dissertacado, foi isolada a partir de frutos do cerrado
brasiliense durante uma busca por fontes de a-amilases na biodiversidade do
cerrado. Embora essa levedura seja capaz de metabolizar amido, ela ndo pode
ser utilizada na industria por ndo possuir status GRAS (Generally Recognized as
Safe). A levedura Saccharomyces cerevisiae possui status GRAS e é largamente
utilizada na industria de bioetanol, porém nao é capaz de degradar amido para
produzir agucares fermentaveis, necessarios para a producéo de etanol a partir de

amido. Para isso €& preciso clonar e expressar heter6logamente enzimas

amiloliticas nesse organismo.

Considerando a busca por fontes alternativas ao acguUcar proveniente de
cana-de-acgucar para a producao de etanol e a importancia da utilizagcao das a-a-
amilases para sua producdo a partir de amido, conforme enfatizado
anteriormente, esse trabalho tem como objetivo a producdo e caracterizacao
biofisica de uma a-amilase de C. flavus expressa em S. cerevisiae.
Adicionalmente, essa enzima sera analisada comparativamente com a proteina

selvagem visando a comprovacdo da preservacao de suas propriedades fisico-



quimicas e estruturais durante a expressdo, fundamentais para aplicacao

tecnoldgica nas areas descritas acima, principalmente na producao do etanol.

1.2 Bioenergia e Bioetanol

Atualmente ha um grande interesse na area biotecnoldgica e industrial por
novas fontes de energia. Tal interesse se deve principalmente a conscientizagcao
da sociedade e das autoridades politicas de que as fontes mundiais de petroleo
sao finitas e a rapida destruicdo dessas fontes (Bai et al,, 2008). As novas fontes
de energia precisam ser renovaveis, sustentaveis, eficientes, baratas, além de
seguras e sem nenhum risco de comprometimento com o meio ambiente (Chum &
Overend, 2001).

Grande parte dos problemas ambientais na atualidade se deve ao consumo
excessivo de combustiveis derivados do petréleo, como o diesel e a gasolina (Bai
et al., 2008). Ao longo dos anos, os pre¢os do petréleo também sofreram aumento
e a sociedade moderna vem enfrentando uma crise energética em virtude da falta
de fontes para a producdo de energia. Em busca de solugcdes para esses
obstaculos, o bioetanol e o biodiesel tém sido alvos de investigacdes que 0s
colocam como alternativas bioenergéticas em relacdo aos combustiveis fésseis
(Khaw et al., 2007).

O uso de biocombustiveis em veiculos apresenta vantagens ambientais
em relacdo aos combustiveis fosseis, como a diminuicdo das emissdes de
poluentes pelos veiculos que sao prejudiciais a saude humana e/ou ao meio
ambiente e a diminuicdo das emissfes de gases que ocasionam o efeito estufa,
como o dioxido de carbono (Urquiaga et al., 2005). O bioetanol, por ser renovavel
e menos prejudicial ao meio ambiente, tende a ser uma das melhores alternativas

entre as modalidades de bioenergia (Bai et al., 2008).

Na década de 70, em razédo da Crise do Petrdleo e da Crise Econémica de
1979, o governo brasileiro implementou o “Proalcool”, Programa Nacional do

Alcool, com objetivo de substituir em larga escala os combustiveis derivados de



petrdleo por bioetanol (Nitsch, 1991). Por meio desse programa houve um grande
investimento tecnologico para aperfeicoar o sistema de producdo de etanol a
partir de cana-de-acucar, o que contribuiu para o Brasil ser hoje um dos grandes
produtores mundiais de etanol. Segundo estimativa da consultoria alema F. O.
Licht a produgéo de etanol no Brasil em 2010/2011 deve subir para 27,4 bilhdes
de litros, contra 24 bilhdes em 2009/2010.

O método de producdo de etanol mais utilizado € a fermentacdo de
biomassa por microrganismos, sendo a levedura Saccharomyces cerevisiae a
mais empregada. As principais fontes de carboidrato utilizadas para a producao
de etanol no Brasil sdo o0 a cana-de-acucar e a beterraba, e mais recentemente, a
mandioca, 0 sorgo e a batata doce (Nguyen et al., 2007; Swain et al., 2007).
Segundo Cortez et. al (2007) o Brasil € responsavel por 34% da producdo de

etanol mundial, estando atras apenas dos EUA que produz 36%.

1.3 Mandioca

A producédo de etanol por meio da fermentacdo de substratos ricos em
amido vem sendo alvo de pesquisas como alternativa em relacdo aos
combustiveis derivados do petréleo, objetivando a utilizacdo como combustivel
veicular. O milho se destaca entre as matérias-primas vegetais fornecedoras de
amido, devido, principalmente, a utilizagdo, em larga escala, na economia norte-
americana (Gray et.al, 2006). No Brasil a cana-de-acUcar € a principal fonte

utilizada para a producao de etanol.

Na economia brasileira, a mandioca vem ganhando destaque em relacdo a
cana-de-acgucar como fonte alternativa de carboidratos para a producao de etanol.
Isso se deve, principalmente, a facilidade de cultivo e ao baixo custo de producéao.
O seu cultivo, geralmente, é associado aos pequenos produtores rurais em razao
da variedade de produtos alimentares que podem ser obtidos, como farinha,

fécula de mandioca, tapioca, entre outros (Urquiaga et al., 2005).



A cultura da mandioca tem apresentado uma melhoria consideravel na
produgéo por consequéncia da introdugao de novas formas de manejo, de novas
variedades de mandioca com maior contetdo de amido e de técnicas agricolas
eficientes. Segundo estimativas do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica), a producdo de mandioca no periodo de 2010/11 foi de 26,131
milndes de toneladas, representando um rendimento de 7,3% a mais e um

aumento de 1,777 milhdo de toneladas em relacéo a safra de 2009/10.

A Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) estimou a producao
brasileira de 26,65 milhGes de toneladas de raiz de mandioca em 2009. De acordo
o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea), a producao de

fécula de mandioca atingiu 583,8 mil toneladas em 2010.

Devido as condicbes desfavoraveis para o plantio e cultivo da cana-de-
acucar, que requer condi¢cdes climéaticas especificas para produtividade
expressiva, a busca por outros tipos de culturas é necessaria. Nesse contexto, a
mandioca tem sido escolhida como uma das mais indicadas para substituir a cana
de acUcar porgue ela se adapta a varios tipos de climas e solos, além de requerer

um nivel tecnoldgico relativamente baixo para sua producao.

Considerando-se o alto conteado de amido na mandioca, a possibilidade
de se atingir produtividades altas com pouco investimento e do uso de areas
pouco favoraveis as grandes culturas, ha interesse crescente na utilizacdo desse
material para producao de bioetanol, que ainda se encontra em fase experimental.
Segundo Soares et. al (2008) uma industria de processamento da mandioca
poderia funcionar o ano todo, pois a cultura é pouco dependente de uma estacao

especifica de colheita e ela ainda pode ser armazenada na forma desidratada.

1.4 Amido

O amido é um biopolimero sintetizado por vegetais e é utilizado como
molécula de armazenamento de glicose mais comum e abundante em plantas

(Tester & Xin Qi, 2004). As fontes vegetais que mais se destacam no



armazenamento de amido s&o as sementes de cereais (como o arroz, milho, trigo,
cevada, sorgo e outros), as sementes de feijdes e ervilhas, os caules do tipo
tubérculos (batata, batata doce, inhame) e as raizes de armazenamento
(mandioca) (Zeeman et. al, 2010). O amido é muito utilizado na alimentacao, na

indUstria e mais recentemente como matéria-prima para a producgdo de bioetanol.

Os granulos de amido sao compostos por dois tipos de alfa-glucanos, a
amilose e a amilopectina (Figura 1). A amilopectina € o componente mais
abundante, totalizando 75% ou mais do granulo de amido (Tester & Xin Qi, 2004;
Zeeman et. al, 2010). A amilose é longa e linear, apresenta 99% de ligagdes a 1-4
entre as moléculas de glicose, e é encontrada em diferentes tamanhos e
estruturas que dependem da origem botanica. A amilopectina € uma molécula
maior que a amilose, com ramificacdes e estrutura formada por cerca de 95% de
ligagbes glicosidicas a 1-4 e 5% de ligagdes a 1-6. A estrutura mais comum do
amido é formada por interagdes entre cadeias de amilose (geralmente internas) e
cadeias externas de amilopectina formando duplas-hélices que podem se
associar (Tester & Xin Qi, 2004).
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Figura 1 — Estrutura da Amilose (A) formada somente por ligagdes do tipo a 1-4
entre as moléculas de glicose; e da Amilopectina (B) formada por ligacbes a 1-4 e
a 1-6 entre as moléculas de glicose (Adaptada de Tester & Karkalas, 2002).



As caracteristicas fisicas e as propriedades quimicas podem diferir entre
amidos de diferentes fontes (Nwokocha et. al, 2009). A importancia dessas
propriedades esta relacionada na determinacdo de como o amido pode ser
utilizado. Segundo Leach (1965), as diferencas entre os amidos podem ocorrer
devido a diferencas na relacdo amilose/amilopectina, nas caracteristicas como
peso molecular, comprimento/grau de ramificacdo e na organizacdo fisica nos

granulos de amido.

As principais caracteristicas do amido proveniente da mandioca estao

listadas na tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo aproximada do amido de mandioca (Adaptada de
Nwokocha et. al, 2009).

Umidade (%) 14,6 + 0,20
Impurezas (%) 0,29 + 0,06
Nitrogénio (%) 0,08 + 0,008
Amilose (%) 29,29 + 0,03
Faixa de tamanho do granulo (um) 2,81 — 14,03
pH a 25°C 6,56

Faixa de temperatura de 60,11-72,67

gelatinizacao (°C)

1.5 Producéo de bioetanol a partir de amido

O amido é uma fonte em potencial para a producado de etanol, encontrado
no milho, trigo, batata-doce e mandioca (Nigam & Singh, 1995). Para a producao
de bioetanol a partir de amido é necessério a liguefacédo desse, que € a converséo
do amido em glicose. Esse processo ocorre pela a¢do catalitica em conjunto das
enzimas do tipo a-amilases e glicoamilases (Nigam & Singh, 1995). Esse
processo geralmente € realizado em pHs abaixo de 6,0, condicdo que resulta na
maior atividade enzimatica e, consequentemente, na maior concentracdo de

produtos formados (Nielsen & Borchert, 2000).



Muitos microrganismos, incluindo Saccharomyces cerevisiae, utilizados nos
processos de fermentagcdo alcodlica ndo produzem enzimas que catalisam a
hidrélise do amido e por isso ndo sédo capazes de degradar amido (Gupta et al.,
2003). Para utlizar o amido como substrato para a producdo do etanol é
necessario, portanto, adicionar enzimas que degradam o amido antes da
fermentacdo ou usar cepas recombinantes que produzam tais enzimas para o
utilizarem como fonte de carbono (Altintas et al., 2003; Gupta et al., 2003;
Nakamura et al., 2002).

1.6 Alfa-amilases

As a-amilases sdo enzimas que catalisam a hidrélise das ligagcbes O-
glicosidicas do amido, do glicogénio e de outros oligossacarideos (Kuriki &
Imanaka, 1999, MacGregor et al., 2001). A Comissao de Enzimas (EC) classifica
essas proteinas baseadas na reacéo por ela catalisada e a essa reacao € entao
atribuido um numero EC que a identifica. Para as a-amilases esse numero &
3.2.1.1 e a reacao é descrita como “endo-hidrolise das ligagbes glicosidicas a-1,4

em oligossacarideos e polissacarideos” (Nielsen & Borchert, 2000).

As a-amilases sao encontradas em 6rgaos animais, COmo 0 pancreas e as
glandulas salivares, no plasma e na urina humana. Sao encontradas também em
plantas e em microrganismos como fungos, leveduras e bactérias. Alguns insetos
também possuem a-amilases que sdo as enzimas chave na digestdo e no

metabolismo de carboidratos (Brena et al., 1996).

Existem inUmeras aplicacdes industriais e biotecnolégicas para as a-
amilases. A sua maior utilizacdo é na liguefacdo do amido no processo de
producdo de acucar, alcool e cerveja. As a-amilases também sao utilizadas na
producdo de detergentes, na industria téxtil, panificadora e farmacéutica, no
tratamento de esgotos e na alimentagcédo animal. As a-amilases representam, nos
dias atuais, aproximadamente 25% do mercado mundial de enzimas, sendo uma
das mais populares e importantes formas de a-amilases industriais (Sidhu et al.,
1997; Rao et al., 1998; Gupta et al., 2003).



1.6.1 Estrutura e Organizacgéo

As a-amilases pertencem a familia 13 das glicosil hidrolases (GH13) e
apresentam propriedades fisico-quimicas e estruturais semelhantes (Henrissat &
Bairoch, 1993). As a-amilases apresentam estrutura tridimensional altamente
conservada (Prakash & Jaiswal, 2010). Friedberg (1983) foi o primeiro a sugerir
que ha homologia entre a-amilases de diferentes origens. Quatro regides
relacionadas ao sitio catalitico e ao sitio de ligacdo ao substrato sdo altamente
conservadas em a-amilases diferentes (Canganella et al., 1994). A estrutura
basica consiste de uma cadeia polipeptidica Unica dobrada em trés dominios

denominados A, B e C (Figura 2).

‘ Sitios de ligagdo
*‘ secundarios
( \ \ J
|| | ||
Dominio B Dominio A Dominio C

Figura 2 — Estrutura tridimensional da a-amilase organizada em trés dominios.
(Figura adaptada de Moétyan et al., 2011).

O dominio catalitico A é o mais conservado em todas as familias de a-
amilases. Ele consiste de um barril (a/B)s N-terminal apresentando dobramento
altamente simétrico de oito fitas-B paralelas arranjadas em um barril circulado por
oito a-hélices (Prakash & Jaiswal, 2010). Este barril € conhecido como barril TIM,
pois foi observado pela primeira vez na triose fostato isomerase (TIM) de musculo

de galinha, que esta presente em varias proteinas (Banner et al., 1975). O barril



TIM possui quatro regides altamente conservadas, relacionadas ao sitio ativo
presente nas a-amilases. Sao elas: primeira regido — residuo de histidina na
regido C-terminal da terceira fita-p que interage com o residuo de glicose do
substrato; segunda regido — residuo de acido aspartico na quarta fita-p que age
como nucledfilo durante a catélise; terceira regido — residuo de &acido glutamico na
quinta fita-B que age como doador/aceptor de prétons; e quarta regido — residuo
de histidina e de acido aspartico na sétima fita-B que podem formar ligacbes de

hidrogénio com o residuo de glicose do substrato (Van der Maarel et al., 2002).

O Dominio B esta localizado entre a terceira fita- e a terceira a-hélice do
barril TIM, ele é formado por uma estrutura irregular rica em folhas-f e varia de
tamanho e estrutura entre as a-amilases (Svensson & Soggard, 1991). O dominio
B forma grande parte da ligacdo com o substrato, da flexibilidade a molécula e
presume-se que seja importante para a especificidade de substrato observada

entre diferentes a-amilases (Janecek et al., 1997).

O dominio C constitui a regido C-terminal e € formado por um sanduiche-f3
contendo um motivo do tipo chave grega, que auxilia na estabilizacdo do dominio

catalitico e na ligacado com o substrato (MacGregor, 1988).

Além dos dominios A, B e C, o tipo e o nUmero de dominios extra, como 0s
dominios D e/ou E localizados na por¢cdo C-terminal, sdo muito variaveis na
familia das a-amilases (Janecek et al., 1997; Jespersen et al., 1991). A funcéo do
dominio D é desconhecida. O dominio E esta relacionado ao médulo de ligacao
ao carboidrato (CBM) ou dominio de ligacdo ao amido (SBD), as diferentes
sequéncias/estruturas dos modulos melhoram a eficiéncia de uma enzima

amilolitica no amido cru (Métyén et al., 2011).

1.6.2 Sitio Ativo

O sitio ativo € localizado na interface entre o dominio A e o domino B, na
regido C-terminal das fitas-B do barril TIM. Por meio de estruturas determinadas

por difracdo de raios-X de a-amilases bacterianas complexadas com arcabose
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(Figura 3), um pseudotetrassacarideo inibitério, se descobriu que a fenda de
ligacdo ao substrato pode acomodar de quatro a dez unidades de glicose, que

variam de acordo com a origem da a-amilase (Nielsen & Borchert, 2000).

Figura 3 — Estrutura tridimensional da a-Amilase de Bacillus subtilis complexada
com arcabose. Cédigo no PDB 1UA7 (Kagawa et al., 2003).

Alinhamentos de sequéncia entre a-amilases baseados na estrutura
mostraram que os residuos chave do sitio ativo sdo muito semelhantes entre elas.
No entanto, os loops B e a do Dominio A apresentam diferencas entre 0s
membros da familia GH13, indicando que a arquitetura da fenda de ligacdo ao
substrato € uma caracteristica especifica de cada enzima (MacGregor et al., 2001;
Kumar, 2010; Métyan et al., 2011) .

1.6.3 Mecanismo Catalitico

O mecanismo catalitico mais aceito para as a-amilases foi proposto por

Koshland (1953) e €& denominado mecanismo de dupla substituicdo. Esse
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processo envolve dois residuos cataliticos no sitio ativo: um residuo de &acido
glutdmico e um residuo de aspartato (Van der Maarel et al., 2001). Ele consiste de
trés passos (Figura 4) — o primeiro passo € a protonacdo do oxigénio do residuo
de glicose pelo doador de prétons, geralmente um residuo de glutamato da a-a-
amilase (Nielsen & Borchert, 2000). Em seguida, ha um atague nucleofilico pelo
nucledfilo catalitico, geralmente um residuo de aspartato, no carbono C1l do
acucar (Uitdehaag et al., 1999). No terceiro passo h& ativacdo de uma molécula
de agua pelo doador de proétons, o residuo de glutamato, que esta desprotonado
(Nielsen & Borchert, 2000). Essa molécula de agua ativada hidrolisa entdo a
ligacdo covalente entre o oxigénio do nucledfilo e o carbono C1 da glicose,

completando, assim, o ciclo catalitico (Nielsen & Borchert, 2000).
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Figura 4 — Mecanismo catalitico das a-amilases. (I) Protonacéo do oxigénio
glicosidico e ataque no carbono C1 da glicose pelo Aspartato. (II) Ativacao da
molécula de agua, clivagem da ligacédo covalente entre o carbono C1 da glicose e
o Aspartato. (Ill) Regeneracao do estagio inicial de protonacao (Figura retirada de
Nielsen & Borchert, 2000).

1.6.4 Sitio de Ligacao ao Calcio

A maioria das a-amilases conhecidas possui um ou mais ions de calcio
(Ca™) por molécula, que sdo essenciais para a atividade enzimatica e para a
estabilidade (Janecek, 1997; JaneCek & Balaz, 1992). O numero de sitios varia de
um a dez, sendo a afinidade das a-amilases ao Ca*? muito maior do que a outros
ions (Gupta et al., 2003). Buisson et al. (1987) mostraram que o calcio liga o barril

(a/B)s ao dominio B, estabilizando, dessa forma, a estrutura do sitio ativo.
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Algumas a-amilases apresentam um sitio de ligacdo ao calcio no sitio ativo e isso
justifica a inibicdo da atividade em concentracdes elevadas desse ion (Boel et al.,
1990). Estudos com modificacdes de alguns aminoacidos para a formacédo de
outros sitios de ligacdo ao Ca*? na a-amilase de Bacillus licheniformis mostraram
que houve um aumento na estabilidade da enzima, o que reforca o papel do

calcio como estabilizador da proteina (Khajeh et al., 2001).

1.6.5 Estabilidade

As a-amilases sdo uma das enzimas mais utilizadas nas industrias. As
condi¢des industriais na maioria das vezes sdo bem adversas, apresentando
temperaturas elevadas, pHs acidos, alta viscosidade, entre outros (Gupta et al.,
2003). E sabido que muitas enzimas perdem sua funcdo em algumas faixas de
pHs e em temperaturas elevadas devido principalmente a desestabilizagdo de sua
estrutura. Segundo Mac Gregor et al. (2001) a conformacéao estrutural e atividade
amilolitica sdo extremamente relacionadas. Ha, portanto, um grande interesse

biotecnolégico em a-amilases mais eficientes que sejam ativas nessas condicoes.

Segundo Prakash & Jaiswal (2009) mercado anual de enzimas
termoestaveis representa aproximadamente U$ 250 milhdes. As a-amilases
termoestaveis sdo muito aplicadas nas industrias, pois apresentam diversas
vantagens, entre elas um menor custo e otimizacédo dos processos (Burhan et al.,
2003). Entre as principais fontes de a-amilases termoestaveis para utilizacdo na
industria temos as bactérias Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus

licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens (Prakash & Jaiswal, 2009).

Para determinar a estabilidade térmica e estrutural € necessario o estudo
dessas enzimas em diferentes faixas de pH e temperatura. Esses estudos podem
ser feitos utilizando diversas técnicas como dicroismo circular, fluorescéncia,

espalhamento de luz dinamico, entre outras.
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1.7 Amyl — a-amilase de Cryptococcus flavus

A levedura C. flavus foi isolada a partir de frutos do cerrado brasiliense
como resultado de um estudo realizado pelo grupo de Biotecnologia de Leveduras
do Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia em busca de
novas fontes de a-amilases. A a-amilase encontrada nessa levedura é muito
eficiente na degradacdo de amido e, a partir desse fato, varios estudos foram

realizados com a enzima.

A caracterizagao bioquimica da a-amilase de Cryptococcus flavus (Amy1l)
feita por Wanderley et. al (2004) indicou que a enzima apresenta um k., de 0,056
mg/ml, com pH 6timo de 5,5 e temperatura 6tima de 50°C. Sua atividade foi pouco
afetada pelos fons Mn*?, Mg*?, Zn*? e Ca*?, e foi muito inibida pelos fons Hg*?,
Fe*? e Cu*.

Visando a obtencdo de bioetanol a partir de amido de mandioca, no
periodo de 2004 a 2008, o grupo de Biotecnologia desenvolveu uma pesquisa,
tema de uma tese de Doutorado defendida em fevereiro de 2008 pelo
pesquisador Alexsandro Sobreira Galdino (Galdino, 2008), para recombinar a
levedura S. cerevisiae de modo a expressar esta a-amilase. Esse trabalho de

doutorado ganhou o 1° lugar no Prémio Jovem Inventor em 2008.

A a-amilase recombinante expressa em S. cerevisiae apresentou pH 6timo
de 5,5 e atividade méxima em 60°C. Os fons Mn*?, Mg*? e Ca*? afetaram pouco a
atividade enzimatica; o fon NH, ativou e os fons Hg*?, Fe™ e Cu*? inibiram essa
enzima (Galdino et al., 2008).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Purificacdo e caracterizacdo estrutural por meio de técnicas biofisicas da

AMY1 recombinante, além da comparacdo com a sua forma selvagem.

2.2 Objetivos Especificos

vi.

Vii.

Determinar as melhores condi¢fes de cultivo da levedura MFL-AMY1.
Purificar a AMY1 recombinante.

Avaliar a estabilidade térmica da AMY1l recombinante por dicroismo

circular.
Avaliar a estabilidade térmica da AMY1 selvagem por dicroismo circular.
Comparar as a-amilases: selvagem e recombinante.

Analisar o efeito do pH na estrutura da AMY1 recombinante e o ambiente

do triptofano por fluorescéncia estatica.

Fazer ensaios de cristalizacdo com a AMY1 recombinante.
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3. Material e Métodos

3.1 Linhagens utilizadas

3.1.1 Linhagem de Cryptococcus flavus

A linhagem da levedura C. flavus utilizada neste trabalho foi isolada a partir
de frutos do cerrado brasiliense e classificada no Laboratério de Biologia
Molecular, pelo grupo de Biotecnologia Molecular da Universidade de Brasilia.

3.1.2 Linhagem de Saccharomyces cerevisiae

A linhagem de S. cerevisiae utilizada neste trabalho foi a MFL, um mutante
auxotréfico para leucina obtido pela ruptura do gene LEU2 a partir da cepa
industrial FTPT472, isolada pela Fundacdo de Pesquisas Tecnoldgicas André

Tosello (Campinas — SP).

3.2 Meios de cultura e solucdes

Os meios de cultura e algumas solucdes foram esterilizados em autoclave
a 120°C por 20 min. As demais solucdes foram esterilizadas utilizando filtros de
0,22 pm.

3.2.1 Meios de cultura

Meio YPD
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Extrato de levedura 1,0% (p/v)
Peptona de caseina 2,0% (p/v)
Glicose 2,0% (p/v)

Para meio solido foi adicionado agar bacteriolégico 1,5% (p/v).

Meio Minimo SD

YNB 0,67%

Tampao Aspartato Glutamato 8% pH 5,5 0,40%

Glicose 2,0% (p/v)

Para meio sélido foi adicionado Agar bacteriolégico 1,5% (p/v).

Quando necessario foi acrescentado 1% de amido.

3.2.2 Solucdes

YNB 13,4% (sem aminoacidos)

Yeast Nitrogen Base without Amino Acids 3,4% (p/v)
(NH4)2SO,4 10,0% (p/v)

*Esterilizacao feita por filtracdo em membrana milipore 0,22um.

Tampao Aspartato-Glutamato

Aspartato 8% (p/v)

Glutamato 8% (p/v)

17



*Esterilizacao feita por filtracdo em membrana milipore 0,22um.

3.3 Transformacéo rapida de levedura

A linhagem de S. cerevisiae MFL foi transformada com o plasmidio
YEpAMY1 (Galdino et al.,, 2008) de acordo com o procedimento descrito por
Moraes et. a (1995).

3.4 Ensaio de atividade enzimatica

A atividade amilolitica foi determinada pelo método de atividade
dextrinizante, utilizando amido como substrato. O amido forma um complexo azul
com o iodo e com a hidrélise progressiva do amido, ele muda para vemelho-
castanho (Gupta et. al, 2003). Esse método baseia-se na variacdo da intensidade

da cor do complexo iodo-amido (Fuwa, 1954).

Para a determinacdo da atividade enziméatica em solugdo, o0 ensaio
consistiu da mistura de 60uL de solucdo de enzima pura ou sobrenadante do
meio de cultura e 40uL de tampao acetato de sodio 0,5M pH 5,5 em 100uL de
uma solugdo de amido 0,5% (p/v). Essa mistura foi incubada a 40°C por 10 min. A
reacao foi entdo interrompida com a adicdo de 200uL de acido acético 1M e
corada com 200uL de uma solucdo de iodo/iodeto. A solugcédo de iodo/ iodeto é
feita misturando na proporcdo de 1:1:3, iodo 1% (p/v), iodeto 10% (p/v) e &gua
destilada, respectivamente. O volume da reagao foi completado para 5 mL com
agua destilada, homogeneizado, e a absorbancia determinada a 660 nm. A
guantidade de amido consumido é calculada de acordo com uma curva padrao
preparada com concentracdes crescentes de amido solavel de 0,5 mg/mL. A
atividade amilolitica foi monitorada pela degradacdo do amido conforme descrito
por Moraes et al. (1995). Uma unidade (1U) de atividade de amilase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 0,1 mg de amido por

minuto a 40°C.
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3.5 Atividade amilolitica em gel de poliacrilamida — Zimograma

Para determinacdo de atividade em gel de poliacrilamida (10%) as
condicGes de corrida do gel foram as mesmas descritas no item acima, exceto
que o tampdo de amostra ndo continha 3-mercaptoetanol. Apds a corrida, o gel foi
incubado com tampéo acetato de sédio (50mM, pH 5,5) por uma hora. Em
seguida, o gel foi transferido para um recipiente contendo uma solucado de amido
(0,5%) dissolvido em tampédo acetato 50mM, pH 5,5 e incubado por 12 horas a
4°C. Apods esse periodo, o gel foi incubado por duas horas a 37°C em tampéao
acetato e revelado com uma solucéo de iodo-iodeto para visualizagédo das bandas
de degradagé&o do amido (Lacks & Springhorn, 1980).

3.6 Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteina total do sobrenadante do meio de cultura nas
amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976). Para a amilase pura a
concentracdo foi determinada relacionando a absorbancia a 280 nm e o valor da
absorbancia 0,1% (1g/L) que é de 1,653.

3.7 Analise das proteinas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A analise do grau de pureza das amostras foi feita utilizando um sistema de
eletroforese (Bio-Rad) em gel de poliacrilamida (10%) em condicbes
desnaturantes (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970). A corrida foi
realizada utilizando uma voltagem fixa de 120 V. Ao término da corrida
eletroforética, as proteinas presentes no gel foram visualizadas utilizando-se o
método de coloracdo com Coomassie Coloidal (Anderson et al.,, 1991).
Brevemente, apds a corrida, o gel foi lavado com agua destilada e incubado na
solugcdo de coomassie coloidal durante 12h. Ao término da incubacdo o gel foi

lavado com agua destilada para retirar o excesso de coomassie.
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4.8 Determinacao das condi¢cdes Otimas para a expressao

As condicdes Otimas para a expressao da proteina foram determinadas a
partir do crescimento da levedura recombinante (MFL-Amy1) em meio YPD solido
por 48 horas em estufa a 30°C. As coldnias isoladas obtidas foram selecionadas
aleatoriamente e transferidas para uma placa de Petri contendo meio minimo
sélido com amido 1% para a deteccdo de atividade em placa. Apds o crescimento
de 48 horas em estufa a 30°C, a placa foi invertida e corada com vapor de iodo e
a colonia com maior halo de hidrélise de amido ndo corado foi cultivada em 20 mL
de meio minimo por 24 horas a 200 rpm e 28°C. Foi adicionado pré-indculo 1%
em cada meio de cultura. Trés diferentes fontes de nitrogénio foram testadas:
YNB 1,34% (p/v), extrato de levedura 0,4% (p/v) e uréia 2% (p/v). A fonte de
carbono foi a mesma para todos os meios (glicose 2% (p/v) e todos foram
tamponados com tampéo aspartato-glutamato 0,4% pH 5,5.

O cultivo foi realizado em “shaker” a 28°C, sob agitagdo (200 rpm) até 72
horas. Em intervalos de 24 horas, aliquotas de 2mL da cultura foram retiradas
para verificar o crescimento celular (ODego). Em seguida a amostra foi
centrifugada a 13400 rpm por 2 minutos e o sobrenadante foi analisado quanto a
atividade amilolitica pelo teste de Fuwa (1954) e quanto a quantidade total de

proteinas pelo método de Bradford (1976).

Para determinacdo do peso seco, aliquotas de 1mL do meio de cultura
foram retiradas em intervalos de 24 horas e centrifugadas. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi colocado em estufa a 60°C para secar. Depois de seco o

pellet foi pesado. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

A cinética de expressado da proteina foi acompanhada em SDS-page 10%.
1mL de sobrenadante de meio de cultura em diferentes horas de crescimento (Oh,
24h, 48h e 72h) foram dialisados, liofilizados e analisados no gel.
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3.9 Purificacdo da proteina

3.9.1 Cromatografia por troca ibnica

O sobrenadante obtido da cultura acima descrita foi dialisado e 200 mL
foram misturados a 20 mL tampéao acetato de sédio 0,5M contendo 10mM de
CaCl, pH 5,5. Essa amostra foi aplicada em uma coluna (2,5 x 17 cm) de
cromatografia de troca idnica, Q-Sepharose Fast Flow Anion Exchanger
(Pharmacia) com fluxo de 360 mL/h. Em seguida, a coluna foi lavada com 200 ml
do mesmo tampéao sob o mesmo fluxo. Apds a lavagem da coluna foi aplicado um
gradiente (150 mL) de NaCl de 0 a 0,5M. FracBes de 3 mL foram coletadas e
utilizadas para deteccéo de proteinas (absorbancia 280 nm) e atividade amilolitica
(Fuwa, 1954). Todas as fracdes contendo atividade enzimatica foram reunidas,

dialisadas e liofilizadas.

3.9.2 Cromatografia de exclusdo molecular

A amostra obtida na etapa anterior foi ressuspendida em 1 mL de tampéao
acetato de sédio 50mM contendo 1mM de CaCl, e 150mM de NaCl pH 5,5 e
aplicada na coluna Sephadex 200 10/30 Global (1,5 x 65 cm) High Resolution
(GE) acoplada ao sistema de FPLC (Flow Pressure Liquid Cromatography). As
proteinas foram eluidas com o mesmo tampdo, com um fluxo de 30 mL/h.
Fracdes de 1,0 mL foram coletadas e utilizadas para deteccdo de proteinas
(absorbancia 280nm) e atividade amilolitica (Fuwa, 1954). As fracbes contendo
atividade enzimatica foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e estocadas a -20°C,

até serem utilizadas.
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O ensaio de N-deglicosilagdo da a-amilase recombinante foi realizado
utilizando a enzima PNGase F, segundo protocolo descrito pela New England

Biolabs® Inc (http://www.neb.com/nebecomm/products/productP0704.asp).

3.9.3 Purificagao a-amilase selvagem

A a-amilase selvagem foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Cirano Ulhoa do

laboratorio de Enzimologia da UFG.

3.10 Analises Estruturais por Dicroismo Circular (CD)

As analises estruturais da AMY1 selvagem e recombinante em diferentes
condicdes foram realizadas a partir de espectros de dicroismo circular, utilizando
0 espectropolarimetro Jasco 816 com entrada para nitrogénio gasoso e acoplado
a um sistema Peltier para controle da temperatura. O nitrogénio substitui o
oxigénio do interior do aparelho para evitar danos no sistema 6ptico devido a
formacao de oz6nio que ocorre quando ha oxigénio na presenca de comprimentos
de onda entre 260 — 190 nm.

Os dados foram coletados a partir da média de trés medidas do sinal em
intervalos de 0,5s para 30s e processadas pelo programa “Spectra Manager”. A
velocidade de coleta dos dados foi de 100 nm/min. Os programas utilizados para
0 registro e tratamento dos dados foram o Spectra Manager (JASCO) e o Origin
Pro 8.0.

As concentragcdes das amostras foram de 0,15 mg/mL para a proteina
selvagem e 0,107 mg/mL e 0,041 mg/mL para a recombinante. As analises foram

feitas em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm. Os dados registrados pelo programa
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Spectra Manager foram convertidos de miligraus para elipticidade residual molar

usando a seguinte equagao:
[OIm=115*6/10*C* ¢ (1)

Onde, © ¢é o sinal dicroico em milligraus, C € a concentracdo da amostra
(mg/ml) e £ € a espessura da cubeta utilizada, em centimetros. Para os
experimentos de desnaturacdo, foi fixado o comprimento de onda a 222 nm.
Todos os dados foram corrigidos com a linha de base para que a contribuicdo do

tampéao fosse removida.

Varios espectros da Amyl recombinante e selvagem em diferentes pHs
foram obtidos. Para cada condi¢do de pH e de temperatura as porcentagens das
estruturas secundarias foram calculadas a partir do ajuste das curvas dicréicas
nos comprimentos de onda de 260 a 195 nm, utilizando o software CDNN
Spectra Deconvolution (Versdo 2.1, http://bioinformatik.biochemtech.uni-
halle.de/cdnn/; Institut fler Biotechnologie, Alemanha) (Bohm et al., 1992).

Os ensaios de desnaturacdo térmica foram realizados elevando a
temperatura de 25 a 95°C. Os espectros foram coletados a cada 10°C. A curva de
desnaturacao térmica foi obtida no comprimento de onda fixo de 222 nm. As
modificacdes estruturais da enzima em diferentes pHs foram acompanhadas em
tampbes com faixas de pH entre 3,0 a 9,0, sendo Glicina-HCI 2mM pH 3,0;
acetato de sédio 2mM pHs 4,0; 5,5; 6,0 e Tris-HCI 2mM pHs 7,0; 8,0; 9,0. A

voltagem registrada pelo equipamento foi monitorada para ndo exceder 700 V.

3.11 Analises estruturais por fluorescéncia estatica

As alteracdes conformacionais da AMY1 recombinante foram monitoradas

a partir de espectros de emissdo de fluorescéncia, utilizando o fluorimetro
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(JASCO FP-6500), acoplado a um sistema Peltier (JASCO ETC-273T) com
circulacdo de agua. Os parametros de leitura foram ajustados com excitacdo a
295 nm, emissdo em 300 nm, com os “slits” de excitagdo e emissdo ajustados
para 5,0 nm cada um. A velocidade de coleta dos dados foi de 200 nm/min.
Foram feitas trés medidas de fluorescéncia a 25°C e a média foi processada pelo

programa “Spectra Manager”.

Para caracterizar o ambiente do triptofano (Trp) foram feitos estudos de
atenuacao de fluorescéncia com a AMY1 recombinante (ODygo < 0,1). A solucdo
de proteina foi preparada para um volume final de 500uL em uma cubeta de
quartzo, titulada com um atenuador neutro (acrilamida), um atenuador anioénico
(fon iodeto, 1) e um atenuador catidnico (ion césio, Cs"). As titulacbes foram feitas
adicionando 1uL a solucdo de proteina de solu¢cBes estoque de acrilamida 7,5 M,
cloreto de césio 5,01 M e iodeto de potéssio 5,01 M. Ao iodeto de potassio foi
adicionado 0,2 mM de tiossulfato de sédio para prevenir a formagéo de triodeto (I’
%). Esse procedimento é necessario, pois o 1 absorve fluorescéncia na regido do
comprimento de onda do triptofano (Lehrer, 1971). As concentracfes finais na
titulacéo variaram de 0 a 0,25 M para a acrilamida e de 0 a 0,5 M para o iodeto de
potéssio e o cloreto de césio. As medidas de atenuacdo para todos atenuadores
foram realizadas em tampéo acetato de s6dio 50mM pH 5,5 e tampéo tris-HCL
50mM nos pHs 7,0 e 9,0.

Os dados de emissdo de fluorescéncia atenuada foram ajustados de

acordo com a equacao classica de Stern-Volmer, descrita abaixo:
FO/F = 1 + Ksv [Q] 2)

F e Fo sdo intensidades de fluorescéncia na presenca e auséncia do
atenuador, respectivamente; Ksv é a constante de Stern-Volmer e Q é a
concentracdo do atenuador. As constantes estaticas resultantes da atenuacao por
acrilamida, iodeto de potassio e cloreto de césio foram calculadas a partir da
equacgao 2, por método iterativo de x* linear. Os programas utilizados para tratar e

processar os dados foram o Spectra Manager (JASCO) e o OriginPro 8.0.
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3.12 Cristalizacdo da Amyl recombinante

Ensaios de cristalizacdo da Amyl recombinante foram realizados utilizando
o método de difusdo de vapor em placas de cristalizagdo, em “gota sentada”,
utilizando um sistema robotizado (Matrix Maker e Honeybee) do Laboratério

Nacional de Luz Sincrontron (LNLS).

Esse sistema robotizado utiliza kits disponiveis comercialmente como:
“Joint Center for Structural Genomics” (JCSG) (Page et al., 2003), “PACT Suite”

para encontrar condicdes iniciais de cristalizacdo (Newman et al., 2005).

O processo de cristalizacao foi realizado em uma sala com temperatura
controlada a 18°C. Uma gota contendo 0,4 mL de proteina em solu¢do aquosa na
concentracdo de 14 mg/mL foi misturada a 0,4 mL de solucéo do reservatoério e foi
equilibrada contra 200 uL dessa mesma solugdo do reservatorio. Apos a
preparacao das gotas pelo sistema de robotizacéo, as placas foram vedadas e 0
monitoramento do crescimento de cristais foi realizado por meio da observacéo
das gotas em uma lupa acoplada ao computador com um programa de captura de

imagem.

A partir da observacdo dos resultados preliminares destes experimentos,
foi possivel determinar que tampéao, aditivo e agente precipitante seriam 0s mais

favoraveis para a cristalizacdo da proteina.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Producao da A-amilase recombinante de C. flavus expressa
em S. cerevisiae MFL-AMY1

4.1.1 Otimizacao das condic¢des de cultura

A otimizacdo das condi¢cdes de cultura da levedura recombinante MFL-
AMY1 foi feita com o objetivo de buscar um meio de cultura onde a levedura
apresentasse melhor crescimento e produzisse maior quantidade de enzima.
Antes dos testes, colbnias isoladas foram selecionadas e transferidas para uma
placa de petri com meio minimo contendo 1% de amido para identificacdo da
colénia com maior halo de hidrélise de amido (Figura 5).

Trés diferentes meios de cultura foram testados, onde apenas a fonte de
nitrogénio foi variada. As fontes de nitrogénio utilizadas foram as seguintes: uréia,
YNB (“Yeast Nitrogen Base”) e extrato de levedura. A linhagem MFL contém o
plasmidio YEpAMY1, onde o gene da a-amilase esta sob o controle do promotor
glicolitico PGK1 (3-fosfoglicerato quinase). Este promotor é um promotor
considerado forte e esta relacionado a altos niveis de expressdo (Johnston &
Carlson, 1992). Segundo Galdino (2008), houve um aumento no tamanho do halo
de hidrélise de amido nas culturas que cresceram em meio com glicose 2% em
relacdo as culturas que cresceram em meio com glicose 0,05% e sem glicose, por

isso a fonte de carbono néo foi variada e foi mantida em 2% de glicose.
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Figura 5 — Crescimento de S. cerevisiae MFL-AMY1 em placa de Petri. As regides
nao coradas com iodo representam os halos de atividade enzimatica.

O crescimento da cultura da MFL-AMY1 foi realizado por 72 horas, a
temperatura de 28°C e agitacdo de 200 rpm, sendo que a cada 24 horas aliquotas
foram retiradas para ensaios de atividade enzimatica, leitura da ODgoonm €

quantificacdo de proteinas.

A levedura apresentou melhor crescimento, maior atividade enzimatica e
quantidade de proteina total produzida no sobrenadante no meio de cultura com
extrato de levedura como fonte de nitrogénio. O crescimento em extrato de
levedura (ODggonm 7,22) foi aproximadamente 1,5 vezes maior em relagdo ao YNB
(ODgoonm 4,85) e 18 vezes maior em relagédo a uréia (ODgoonm 0,387) (Figura 6). A
atividade enziméatica detectada com 72 horas de crescimento foi de 40 U/mL com
extrato de levedura, aproximadamente 12 vezes maior em relacédo a uréia (3,33
UE/mL) e aproximadamente 4 vezes maior em relacdo ao YNB (10,6 U/mL)
(Figura 7). A quantidade de proteina total no sobrenadante estimada pelo método
de Bradford (1976) também foi maior no meio com extrato de levedura
apresentando 37,85 ug/ml; aproximadamente 26 vezes maior que no meio com
uréia (1,46 pug/mL) e aproximadamente 2 vezes maior que no meio com YNB
(22,13 pg/mL) (Figura 8).
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Figura 6 — Influéncia da fonte de nitrogénio no crescimento da levedura MFL-
AMY1. A OD (600nm) foi medida nos diferentes tempos de crescimento.Os
experimentos foram independentes e os ensaios foram feitos em triplicata.
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Figura 7 — Avaliacdo do efeito da fonte de nitrogénio na quantidade de proteina
total do sobrenadante do meio de cultura produzida pela levedura MFL-AMY1. A
quantidade total de proteina (ug/mL) foi acompanhada nos diferentes tempos de
crescimento. Os experimentos foram independentes e os ensaios foram feitos em
triplicata.
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Figura 8 — Influéncia da fonte de nitrogénio na producdo de Amy 1. A atividade
enzimatica (UE.mLI"") do sobrenadante foi acompanhada nos diferentes tempos
de crescimento. Os experimentos foram independentes e os ensaios foram feitos
em triplicata.

De acordo com Wanderlei et al (2004) e Galdino (2008) a levedura C.
flavus apresentou melhor crescimento em meio contendo YNB como fonte de
nitrogénio. O crescimento dessa levedura em meio com extrato de levedura
1,34% foi menor que em meio contendo YNB 1,34% e meio contendo sulfato de
amonio 1,34% (Galdino, 2008). Resultados esses que diferem dos obtidos nesse

trabalho.

Segundo Gupta et al. (2003) extrato de levedura foi utilizado na producao
de a-amilase em diversas organismos, como Streptomyces sp., Bacillus sp. e
Halomonas meridiana. Em A. oryzae o crescimento utilizando extrato de levedura
como fonte de nitrogénio aumentou a produtividade da a-amilase em torno de
156% (Gupta et al., 2003). O extrato de levedura € uma fonte organica

proveniente da propria levedura, por isso € uma fonte de pronto uso.

O resultado obtido nesse trabalho € vantajoso do ponto de visto econémico
e biotecnolégico, tendo em vista que dentre as trés fontes de nitrogénio testadas

(YNB, Uréia e Extrato de levedura), o extrato de levedura é a fonte de menor
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custo dentre elas. O baixo crescimento da levedura MFL-Amy1 no meio contendo
ureia como fonte de nitrogénio pode estar relacionado ao fato da enzima néo ter
maquinaria enzimatica apropriada para utilizar a ureia no seu metabolismo. Além
disso, a atividade amilolitica também foi baixa nessas condicbes. Segundo
Galdino (2008) a Amyl apresentou baixa atividade amilolitica e xilanolitica
(Parachin, 2006) em meio contendo ureia.

4.1.2 Producdo da AMY1 recombinante

A a-amilase recombinante foi produzida a partir do crescimento da levedura
recombinante MFL-AMY1 no meio de cultura que apresentou as melhores
condicBes para o crescimento e producdo da enzima — extrato de levedura 0,4%;
glicose 2% e tampao aspartato-glutamato 0,4%, pH 5,5. O crescimento foi feito
durante 72 horas, sob agitacdo de 200 rpm e temperatura de 28°C. A cinética de
crescimento da cultura (Figura 9), com leitura de ODgoonm (Figura 9 — A) e as
avaliacbes de peso seco (Figura 9 — B), de atividade enzimatica (Figura 10 — A) e
de proteina total (Figura 10 — B) do sobrenadante foi acompanhada a cada 24
horas. A producdo da enzima também foi acompanhada analisando as amostras
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Figura 11).

Apesar de haver indicios de morte celular ao final de 72 horas de
crescimento, 0 que esta indicado pela queda da ODgoonm de 3,7 para 1,8, houve
aumento na atividade enzimatica nesse intervalo de tempo. Esses dados séo
reforcados pelo aumento do valor de 6,3 UE/mL em 48 h para 10,87 UE/mL em
72 h, e pela quantidade de proteina total do sobrenadante, 43,85 ug/mL em 48 h
para 50,5 yg/mL em 72 h. Portanto, o tempo de crescimento da levedura de 72
horas foi padronizado. Esse aumento na atividade enzimética e na quantidade de
proteina total do sobrenadante provavelmente esta relacionado com a liberagcéo
de mais enzimas no meio e do conteudo protéico intracelular, em virtude morte

celular ocorrida durante o intervalo de 48 a 72h.
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Figura 9 — Cinética de crescimento da levedura MFL-AMY1lem meio com extrato
de levedura. A — ODgoonm; B — peso seco de 1mL de meio de cultura. A leitura da
OD (600nm) e o peso seco froam feitos em diferentes tempos de crescimento. Os
experimentos foram independentes e 0s ensaios foram feitos em triplicata.
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Figura 10 — Cinética de producdo enzimatica da levedura MFL-AMY1 em meio
com extrato de levedura. A — atividade enzimatica do sobrenadante; B — proteina
total do sobrenadante. A atividade enzimética e a proteina total do sobrenadante
foram dosadas em diferentes tempos de crescimento. Os experimentos foram
independentes e os ensaios foram feitos em triplicata.
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Figura 11 — Cinética da producdo de Amy 1 em meio com extrato de levedura. A
banda de aproximadamente 66,2 kDa referente a Amy1 esta destacada, as outras
bandas sdo proteinas produzidas pela levedura ou do meio de cultura e ndo sédo
de interesse nesse trabalho. Em todos os pocos foi colocado a quantidade de

proteina presente em 1mL do sobrenadante do meio de cultura. O gel foi corado
com comassie coloidal.

4.1.3 Purificagdo da Amy1 recombinante

Para a purificacdo da a-amilase recombinante, primeiramente o meio de
cultura foi centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante coletado. O
sobrenadante foi entdo equilibrado com tampado acetato de so6dio 50mM com
CaCl, 1mM pH 5,5 e aplicado em coluna de cromatografia de troca ibnica Q-
Sepharose, previamente equilibrada com o mesmo tampao. O perfil
cromatografico do gradiente de NaCl (0 — 0,5M) esta apresentado na Figura 12.
As fracdes que apresentaram atividade enzimatica foram reunidas, dialisadas e
liofilizadas. O proximo passo foi aplicar essas fragcbes em coluna de cromatografia
de exclusdo molecular, coluna Sephadex 200 10/30 global, acoplada em sistema
de FPLC. O perfil cromatogréafico esta apresentado na Figura 13. Com essas duas

cromatografias a proteina foi purificada (Figura 14 — fragédo A).
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Figura 12 — Perfil cromatografico do sobrenadante do meio de cultura em coluna
de troca ionica (Q-Sepharose). As fragcdes correspondem ao gradiente de NacCl (0-
0,5M). As fracdes com atividade enzimatica estédo indicadas pelas setas. Essas
fracOes foram reunidas, dialisadas e liofilizadas.
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Figura 13 — Perfil cromatografico das fragcbes com atividade enzimética da
cromatografia de exclusao molecular em coluna de filtracdo em gel (Sephadex
200 10/30) feita em FPLC. As fracBes com atividade enziméatica estdo indicadas
com a seta, essas fracdes foram reunidas e submetidas a analises em SDS-
PAGE.

4.2 Ensaio de N-deglicosilacao e Zimograma

A a-amilase recombinante produzida a partir do crescimento em
erlenmeyers aletatos e purificada foi N-deglicosilada utilizando a enzima N-
glicosidase F, conhecida como PNGase F. Essa enzima cliva entre os residuos de
N-acetil-glicosamina (GlcNac) mais internos e os residuos de asparagina (Asn) de
glicoproteinas N-ligadas. Para os ensaios de N-deglicosilacdo foram utilizados
25ug da enzima Amyl recombinante purificada. Apdés a N-deglicosilagéo, a a-
amilase apresentou massa molecular de ~66 kDa (Figura 14), de acordo com a
massa molecular predita (65865 Da) a partir da traducdo do gene AMY1 (ja
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excluindo o peptideo sinal). Esses resultados indicaram que a enzima ndo é N-

glicosilada quando produzida na linhagem de S. cerevisiae MFL.

Esses resultados diferem dos apresentados por Barros et al. (2009) e
Galdino et al. (2008). Segundo Barros et al. (2009) a enzima Amy1 produzida pela
levedura C. flavus é N-glicosilada, sendo a N-glicosilacdo responsavel por
aproximadamente 5,44% da massa da proteina. Além disso, de acordo com
Galdino et al. (2008), a Amyl recombinante obtida na expressédo na linhagem
CENPK2 de S. cerevisiae, também é N-glicosilada, com a sua massa diferindo em

aproximadamente 1KDa depois do ensaio.

A Amyl produzida a partir do crescimento em erlenmeyres aletados
purificada foi submetida a ensaio de atividade em gel (zimograma). Os resultados
apresentados na figura 15 mostram que a banda no gel de aproximadamente 66
kDa corresponde a enzima purificada e que de fato existe apenas uma a-amilase

produzida pela levedura MFL-AMY1 no sobrenadante do meio de cultura.

MM A B
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66,2— S Amyl
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14,4 ‘
'“’
Figura 14 — SDS-PAGE da Amy 1 tratada e néo tratada com PGNase F. MM —

marcador molecular; A — Amy 1 pura ; B — fragao A tratada com PGNaseF. O gel
foi corado com coomasie coloidal.
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Figura 15 — Zimograma da Amylpurificada. A regido ndo corada representa o halo
de atividade correspondente a banda da a-amilase no gel.

4.3 Andlises por Dicroismo Circular

4.3.1 Amyl recombinante apresenta dobramento diferente da Amyl

selvagem

A técnica de dicroismo circular (CD) permite o estudo estrutural de
macromoléculas, apresentando vantagens como a pequena quantidade de
amostra para os ensaios, analises rapidas e em solugéo, facil tratamento dos
dados, além de ndo destruicdo da amostra, com excecdo das amostras
submetidas a desnaturacdo térmica ou quimica. Os espectros de CD na regido
distante do UV (190 — 260 nm) fornecem informacdes de estruturas secundarias e
de mudancas conformacionais de proteinas (Kelly & Price, 1997; Kelly et al,
2005).
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A figura 16 mostra os espectros de dicroismo circular da Amyl selvagem e
recombinante em pH 7,0 na temperatura de 25°C. Os espectros sao diferentes e
refletem as alteracdes no conteudo de folhas-3, desordenadas e a-hélice entre as
duas proteinas. Enquanto as bandas dicréicas de 208nm e 222 nm sao
predominantemente associadas com estruturas em a-hélice, as bandas dicréicas
em 198 e 206 nm podem ser associadas com outros elementos de estrutura
secundéria na proteina, como estruturas desordenadas e folhas- (Barrow et. al,
1992). A estrutura secundaria em ambas as proteinas difere no conteudo de a-
hélices (Amyl recombinante 5,7% e selvagem 9,5%) e folhas-B antiparalelas
(Amyl recombinante 42,1% e selvagem 32,4%) e € similar para os outros tipos de

estrutura secundaria (Tabela 2).
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Figura 16 — Espectros de dicroismo circular distante do UV das a-amilases
recombinante (Amy1l) e selvagem (Amyl,) em pH 7,0 na temperatura de 25°C.
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Tabela 2 — Comparagdo das porcentagens de estrutura secundaria entre as a-
amilases selvagem e recombinante em pH 7,0 nas temperaturas de 25 e 95°C.

Estrutura Selvagem Recombinante Selvagem Recombinante
secundaria pH 7,0 25°C pH 7,0 25°C pH 7,0 95°C pH 7,0 95°C
a-hélice 9,5 % 57 % 9,8 % 6,8 %
Folha- 32,4 % 42,1 % 30,9 % 38,8 %
antiparalela

Folha- 55 % 52 % 53 % 53 %
paralela

Voltas-3 20,8 % 22,5 % 21,4 % 21,5 %
Desordenada 36,6 % 38,1 % 36,5 % 37,4 %

Os espectros de dicroismo circular elevando a temperatura de 25 até 95°C
da Amyl selvagem e recombinante em pH 7,0 estédo indicados nas figuras 17 e
18, respectivamente. As curvas de desnaturacdo térmica indicaram que as duas
a-amilases sdo termicamente estaveis, tendo em vista que néo foi observado
padrdo de desnaturacdo que corresponde ao desaparecimento do sinal dicrdico.
No entanto, o espectro da Amyl selvagem mostra um aumento nas bandas
dicroicas de 206 nm e de 222 nm com o aumento da temperatura (Figura 17). O
conteudo de estrutura secundaria foi praticamente preservado (Tabela 2),
sugerindo que as alteracbes nos espectros decorrem de mudancas
conformacionais ou rearranjos da estrutura secundaria em funcao da temperatura.
Em contraste, o espectro de dicroismo circular da Amyl recombinante mostrou
aumento gradual da banda dicréica de 222 nm e decréscimo da banda de 200 nm
a medida que a temperatura aumenta (Figura 18 e 19). Essas mudancas sugerem
alteracgdes de a-hélices (aumento de 5,7% para 6,8%) e folhas-B (decréscimo de
42,1% para 38,8%) (Tabela 2). Esses resultados indicam a estabilidade térmica

das a-amilases selvagem e recombinante.
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Figura 17 - Espectros de dicroismo circular distantes do UV registrados de 25 —
95°C da Amy1l selvagem em pH 7,0. A linha mais grossa em preto representa o
espectro em 25°C e a linha grossa em cinza representa o espectro em 95°C.
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Figura 18 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV registrados de 25 —
95°C da Amy1 recombinante em pH 7,0. A linha mais grossa em preto representa
0 espectro em 25°C e a linha grossa em cinza representa o espectro em 95°C.
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Figura 19 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV comparando a Amy1l

selvagem e a Amy1 recombinante em pH 7,0 nas temperaturas de 25 e 95°C.

4.3.1.1 Efeito do pH e forca i6bnica na estabilidade estrutural da a-amilase

recombinante

A figura 20 mostra o espectro de dicroismo circular da a-amilase
recombinante em varios pHs. A Amyl recombinante apresentou similaridade no
conteudo de estrutura secundaria (a-hélices 5,7% - 6,5% e folhas-p ~42%) nos
pH de 3,0; 5,5 e 7,0; como indicado pelo espectro (Figura 20) e a estimativa das

estruturas secundérias (Tabela 3).

Em condi¢bes alcalinas e também em pH 4,0 foi verificado aumento no
sinal dicréico em 200 nm (Figura 20), compativel com diminuicdo nos contetdos
de folhas-B (~37%) se comparado com pH 3,0; 5,5 e 7,0 (~42%).
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Figura 20 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV da Amy1
recombinante nos pHs 3,0; 4,0; 5,5; 7,0; 7,0 com NaCl 0,2 M e 8,0 na temperatura
de 25°C.

Tabela 3 — Porcentagem de estrutura secundaria da a-amilase recombinante nos
pHs 3,0; 4,0; 5,5; 7,0; 8,0 e 7,0 com NaCl 0,2 M na temperatura de 25°C.

pH3,0 pH40 | pH55 pH7,0 pH 7,0 pH 8,0

NaCl 0,2 M
a-hélice 6,4 % 6,5 % 6,1 % 5,7 % 4,6 % 4,9 %
Folha-3 42,3% 36,5% 43,5% 47,1% 42,8% 37%

Os espectros da Amy1l recombinante elevando a temperatura de 25 a 95°C
em pH 8,0 indicam mudangas conformacionais discretas com o aumento da
temperatura (Figura 21). O aumento na banda dicroica de 222 nm e a diminuig&do
em 206 nm foi semelhante ao observado em pH 7,0 (Figura 18), o que
provavelmente correspondem a mudancas discretas do conteudo das estruturas

secundarias.
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Figura 22 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV registrados de 25 —
95°C da Amy1 recombinante em pH 7,0 em presenc¢a de NaCl 0,2 M. A linha mais

grossa em preto representa o espectro em 25°C e a linha grossa em cinza
representa o espectro em 95°C.
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A figura 22 mostra os espectros de CD de 25 a 95°C da Amyl
recombinante em pH 7,0 na presenca de NaCl 0,2 M. A proteina perde em
estabilidade comparando com a Amyl recombinante em pH 7,0 na auséncia
desse sal (figura 23). As mudancas nas intensidades das bandas dicrdicas com o
aumento da for¢a ibnica do meio indicam diminuicdo da estabilidade da proteina,
uma vez que o sinal dicréico diminui para valores mais proximos de zero na

temperatura de 95°C.
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Figura 23 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV da Amy1
recombinante — comparacao entre pH 7,0 com e sem NaCl nas temperaturas de
25° e 95°C.

4.3.2 Amyl recombinante apresenta padrdo de dobramento semelhante ao

da Amy1 selvagem em condi¢des diferentes de cultivo

Os resultados descritos na sessao anterior mostram que a a-amilase
recombinante apresentou, nas condicdoes em que foi expressa, padrdo de
dobramento diferente da a-amilase selvagem. Esses dados corroboraram com a

atividade da enzima que apresentou valor de Km distinto e de menor afinidade
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comparado com os dados da a-amilase selvagem (Galdino et al., 2008; Galdino et
al., 2011). Um dos fatores fundamentais na expresséo de enzimas recombinantes,
visando aplicacdes biotecnoldgicas, é a producdo dessas moléculas com padréo
de dobramento correto ou préximo das condi¢cbes nativas da fonte de onde séo
extraidas. Considerando esse fato e os resultados apresentados na sessao
anterior, varias questdes foram levantadas no sentido de explicar as diferencas
observadas no padrédo de dobramento entre as duas a-amilases. A primeira
suspeita do porque do dobramento distinto da proteina recombinante, em
comparacdo com a selvagem, foi o procedimento de cultivo da levedura. Nesse
caso, foi necesséario encontrar uma condicdo de cultivo em que a proteina fosse
expressa e dobrada de forma correta, favorecendo a preservacdo da atividade
enzimatica, visando a aplicacdo tecnoldgica da enzima. Em raz&o disso testou-se
algumas condi¢cdes de crescimento, diferentes da utilizada na producéo da a-

amilase anterior.

Inicialmente foi feita a selecdo de novas colonias isoladas da levedura
recombinante que apresentaram halos maiores de atividade amilolitica. Uma das
hipéteses era a de que a amostra de a-amilase obtida anteriormente teria sido
proveniente de uma cultura que cresceu muito rapido e, consequentemente,
produziu a enzima rapidamente e em altas concentragcdes. Essa superproducao
pode ter sobrecarregado toda a maquinaria envolvida na sintese da enzima pela
levedura e ter provocado a producdo em larga escala sem as condicfes
necessarias e tempo suficiente para o dobramento correto da proteina. A Amyl se
manteve ativa, porém apresentando menor afinidade comparada a a-amilase
selvagem. Esses resultados indicaram que a estrutura do sitio ativo foi
preservada, mas parte das regides importantes para a afinidade pode ter sido

alterada.

Alternativas no procedimento do cultivo da levedura foram testadas, como
0 crescimento da cultura em Erlenmeyers aletados de um litro. Esse tipo de frasco
possibilita uma maior aeracéo da cultura. Em condi¢gbes de pouca disponibilidade
de oxigénio a levedura S. cerevisiae entra em processo de fermentagdo, sem que
haja uma diminuicdo da velocidade da glicolise. Em conseqiiéncia, ha um

aumento da expressado do promotor PGK, que faz parte dessa via. Como a
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producdo da Amyl é controlada por esse promotor, nessa condicfes, ha um
aumento da sua expressao, levando a uma sobrecarga da maquinaria de
secrecdo desde o reticulo endoplasmatico até o complexo de Golgi, resultando
em proteinas que podem ser mal dobradas. Imagina-se, que nessas condicdes, a
Amyl é superexpressa e passa por um processo de dobramento incompleto,
sendo liberada no meio de cultura com um dobramento diferente do encontrado
quando expressa em seu organismo de origem. Além disso, a levedura pode
romper, com maior facilidade nessas condic¢des, e liberar no meio de cultura todo
0 seu conteudo intracelular, o que pode ser observado na curva de crescimento

em frascos néo aletados (Figura 9).

Essas alteracfes nas condicbes de cultivo possibilitaram a obtencdo da
Amyl recombinante com um padrdo de dobramento semelhante ao da Amyl
selvagem, sem que a atividade enzimética fosse alterada. As analises a seguir
foram feitas com essa Amyl recombinante e comprovam essa mudanga no

padrao de dobramento.

O espectro dicréico de ambas as a-amilases recombinante e selvagem em
dgua a 25°C é mostrado na figura 24. Essa proteina € formada
predominantemente por a-hélices e menos por folhas-B (Tabela 4). Nao houve
diferencas significativas entre os conteudos de estrutura secundaria das a-
amilases selvagem e recombinante, como indicado pelos valores na Tabela 4. A
figura 24 e a tabela 3 indicam que a Amyl recombinante ndo apresenta
alteracOes significativas na sua conformacdo durante a expressdo em um

organismo diferente (S. cerevisiae) do seu de natureza (C. flavus).
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Figura 24 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV comparando a Amy1l
selvagem e a Amyl recombinante em &dgua na temperatura de 25°C.

Tabela 4 — Porcentagem de estrutura secundaria das a-amilases nativa e

recombinante em agua a 25 e 95°C.

Estrutura Selvagem Recombinante Selvagem Recombinante
secundaria 25°C 25°C 95°C 95°C
a-hélice 9,1 % 8,2 % 8,4 % 9,7 %
Folha-B 32,7 % 34,7 % 31,0% 30,6 %
antiparalela

Folha- 5,4 % 5,3 % 5,0 % 5,3 %
paralela

Voltas-p 21,5 % 21,3% 24,0 % 21,8 %
Desordenada 37,0% 36,8 % 37,9 % 36,9 %

Os espectros de dicroismo circular da Amy1 selvagem nas temperaturas de
25 a 95°C em agua (Figura 25) mostram que essa proteina € termicamente

estavel, uma vez que nenhum padréo de desnaturacéo total nessas condicdes foi
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verificado. No entanto, em temperaturas a partir de 55°C a proteina comecga a
sofrer modificagbes na sua estrutura, o que pode ser visualizado pelo aumento do
sinal dicroico na banda de 206 e 222 nm. Nessas condi¢des as estruturas em a-
hélices foram ligeiramente alterada (9,1% para 8,4%) e um discreto aumento na

estrutura em folhas-3 foi observado (21,5% para 24%) (Tabela 4).
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Figura 25 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV registrados de 25 —
95°C da Amy1l selvagem em agua. A linha mais grossa em preto representa o
espectro em 25°C e a linha grossa em cinza representa o espectro em 95°C.

Os espectros de dicroismo circular nas temperaturas entre 25 e 95°C da
Amyl recombinante em pH 5,5 indicam que essa proteina é termicamente
estavel, uma vez que nao houve indicios de desnaturacéo até a temperatura de
95°C (Figura 26). Um aumento na banda dicréica de 208 nm e parcialmente em
222 nm ocorreram, a partir da temperatura de 75°C, o que indica alteragdes nas

hélices, principalmente. No entanto, a proteina ndo desnatura nessas condigdes.

49



4000

© ]
€ 30001
S ]
~ 2000
g ]
o 1000- =
S ]
= 04
- ]
& -1000-
o A
S  -2000-
= ]
S -3000-
ks ]
S -4000 d -
_‘§- -5000 T T T T T T T T T T T T 1
T 200 210 220 230 240 250 260

Comprimento de onda (nm)

Figura 26 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV registrados de 25 —
95°C da Amy1 recombinante em pH 5,5. A linha mais grossa em preto representa
0 espectro em 25°C e a linha grossa em cinza representa o espectro em 95°C.

A Figura 27 apresenta a comparagdo entre os espectros de dicroismo
circular da Amyl selvagem em agua e em pH 7,0 nas temperaturas de 25 e 95°C.
Em ambas as condicdes, na temperatura de 25°C, o espectro € muito parecido
indicando que nessa temperatura 0 ndo tamponamento do meio ndo afeta a
estrutura da proteina. Porém, na temperatura de 95°C na presenca de &agua
houve um aumento da banda dicréica em 206 nm em comparagcdo ao pH 7,0.
Essas mudancas no tamponamento da solucdo ndo alteram significantemente o

padrdo das estruturas secundarias sob o efeito da temperatura (Tabelas 2 e 4).
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Figura 27 — Espectros de dicroismo circular distantes do UV comparando a Amy1l
selvagem em agua e em pH 7,0 nas temperaturas de 25 e 95°C.

5.4 Fluorescéncia estatica

As mudancas nos espectros de emissdo fluorescente podem indicar
alteracdes conformacionais de proteinas em resposta as mudancas do meio,
associacdo de subunidades, ligacao de ligantes ou desnaturacdo da proteina por
efeito do pH, temperatura e agentes quimicos (Laskowski, 2004). As alterac6es
do pH promovem mudancas no padao de ionizacdo e conformacdo de proteinas.
A técnica de fluorescéncia € sensivel a essas alteracdes e, portanto, pode ser
utilizada para analise de mudancas conformacionais de proteinas, monitoradas

pelo ambiente dos residuos de triptofano.

Nessa dissertacao as alteragdes conformacionais da Amyl sob o efeito do
pH foram avaliadas por atenuagdo de fluorescéncia, utilizando atenuadores
neutros e carregados. Essa técnica é utilizada para medir a exposicdo dos
residuos de triptofano (Trp) em meio aquoso e 0 ambiente estrutural desse
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fluoroforo na proteina. Os atenuadores sdo compostos de baixa massa molecular
capazes de diminuir a intensidade da fluorescéncia por contatos com 0s grupos
aromaticos no estado excitado. A facilidade com que esses grupos sao apagados
ou atenuados depende da exposicdo aos atenuadores, 0 que indica 0 ambiente
ao qual pertencem (Lehrer, 1971; Laskowski, 2004). Os atenuadores ibnicos, Cs*
e I, apresentam carga e também s&o hidratados. Ao contrario da acrilamida que
pode acessar a matriz da proteina sem impedimento de grupos carregados, esses
atenuadores idnicos sao eficazes na discriminacdo entre residuos expostos e
enterrados e permitem revelar cargas do ambiente proximo dos residuos de Trp
(Idakieva et al., 2006).

Nesse trabalho, os estudos de atenuacdo da fluorescéncia foram feitos
com o objetivo de analisar mudancas conformacionais da Amyl recombinante
com as alteragBes no pH do meio. A Amyl apresentou intensidade maxima de
emissdo de fluorescéncia (Amax) €m aproximadamente 330 nm em pH 5,5 (Figura
28) e 337 nm nos pHs 7,0 (Figura 30) e pH 9,0 (Figura 32). A intensidade maxima
entre 330 nm ¢é tipica para Trp em regides semi-enterradas em um ambiente nao-
polar, enquanto que o0 Amax em 337 é comum para Trp em regides mais expostas
(Burstein et al., 1973; Schitz et al., 2001). Essa alteracdo no posicionamento do
triptofano € devido as diferengas conformacionais e no nimero de amino&cidos de
cadeias laterais que sao ionizadas nesses pHs, principalmente a histidina que
apresenta pK de ionizacdo proximo de pH 6,5, promovendo mudancas no padrao
das ligacbes ndo covalentes e, consequentemente, mudancas conformacionais

que afetam o ambiente do triptofano.

Os dados de atenuacdo de fluorescéncia sdo analisados segundo a
equacdo de Stern-Volmer de onde pode ser calculada a constante de Stern-
Volmer (Ksy), utilizada para estimar a acessibilidade do atenuador ao fluoréforo e
discriminar, em proteinas, os triptofanos “enterrados” e “expostos” (Moller &
Denicolat, 2002; Shitz et al., 2001). A equacao de Stern-Volmer (Equacgéo 2) &
definida pela relagédo entre a concentracdo do atenuador e a intensidade de
fluorescéncia. Valores de K, calculados a partir da inclinagdo das retas
ajustadas, acima de 8,0 M e abaixo de 8,0 M* indicam a acessibilidade e o

enterramento dos residuos de triptofanos, respectivamente (Laskowski, 2004).
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Os gréficos de Stern-Volmer para a Amyl, nos pHs 5,5; 7,0 e 9,0, na
presenca de concentracdes crescentes de acrilamida (0 a 0,25M) (Figura 29),
cloreto de césio (0 a 0,5M) (Figura 31) e iodeto de potassio (0 a 0,5M) (Figura 33)
foram obtidos considerando a intensidade de fluorescéncia em 330 nm. Todos os
graficos obtidos foram lineares permitindo determinar somente uma constante de
Ksy para cada condicdo analisada (Tabela 4), correspondente a apenas a

populacao de triptofano semi-enterrado na proteina (Laskowski, 2004).
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Figura 28 — Espectros de emisséo de fluorescéncia da Amyl em pH 5,5 (A), pH
7,0 (B) e pH 9,0 (C) com adicao de concentragcdes crescentes de acrilamida, a
25°C. Excitacdo em 295 nm.
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Figura 29 — Gréfico de Stern-Volmer para a atenuacgéo de fluorescéncia com
acrilamida da Amy1 recombinante nos pHs m — pH 5,5; ¢ —pH 7,0; A — pH 9,0.
Ksy representa a inclinagéo da reta, FO a intensidade de fluorescéncia na auséncia
e F na presenca do atenuador, respectivamente. A linha sdlida representa a curva
ajustada pela equacdo classica de Stern-Volmer.

Os valores de Ks, para a acrilamida, o iodeto de potassio (I") e o cloreto de
césio (Cs") em pH 5,5 foram de 3,36 M™ (Figura 29), 2,46 M (Figura 31) e 0,39
M? (Figura 33), respectivamente (Tabela 5). A acrilamida apresentou maior
atenuacdo comparada aos demais atenuadores devido a facilidade desse
reagente neutro acessar a matriz da proteina. Em contraste, os atenuadores
ionicos, Cs* e I', que sdo carregados e também hidratados, apresentaram efeito
minimo de atenuacéo devido a impedimentos de grupos carregados na superficie
ou proximos ao ambiente do fluoroforo e a estabilidade das interagbes entre o Trp
no microambiente molecular. Entre os atenuadores carregados, o | atenuou
aproximadamente 6,5 vezes mais que o Cs” indicando que em pH 5,5 algumas
cadeias laterais proximas aos Trp estdo carregadas positivamente ou que estes
triptofanos estéo participando de interacdes ndo covalentes com a vizinhanca

estrutural, como os aminoacidos arginina, lisina e histidina. Apesar de essa ser a
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caracteristica que indica o ambiente carregado ou ndo préximo ao Trp, nessa a-
amilase, os valores obtidos para as constantes Ksv obtidas em pH 5,5,
principalmente para o iodeto e acrilamida, mostram a estabilidade das interacfes
do trp com a vizinhanca molecular e a presenca de alguns grupos carregados

positivamente nessa regiao.

Tabela 5 - Constantes de Stern-Volmer (Kg,) para os atenuadores (acrilamida,

iodeto e césio) nos pHs 5,5; 7,0 e 9,0.

Kee MY Koy (M) Ke(MY)

PR Acrilamida lodeto (I) = Césio (Cs")
5,5 3,36 2,46 0,39
7,0 3,00 1,20 0,73
9,0 4,31 1,22 0,95

Em pH 7,0 os valores de Kg, para os atenuadores acrilamida, 1" e Cs”
foram de 3,00 M* (Figura 29), 1,20 M* (Figura 31) e 0,73 M (Figura 33),
respectivamente (Tabela 5). Comparada aos atenuadores carregados, a
acrilamida apresentou maior atenuacdo, sendo aproximadamente quatro vezes
maior do que o Cs” e duas vezes maior do que o I. Esse resultado indica que os
Trp estdo em ambiente semi-enterrado, semelhante aos resultados obtidos para
proteina em pH 5,5. O I apresentou atenuacdo aproximadamente 1,5 vezes maior
do que o Cs*, indicando que em pH 7,0, as mudancas conformacionais
decorrentes de diferencas de ionizacdo de grupos carregados positivamente
(histidinas, por exemplo) resultam em uma estrutura da a-amilase que dificulta o
acesso dos dois atenuadores (Ksy, de 1,2 M™* e 0,73 M™ para o iodeto e césio,

respectivamente).
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Figura 30 — Espectros de emissédo de fluorescéncia da Amyl em pH 5,5 (A), pH
7,0 (B) e pH 9,0 (C) com adicdo de concentracfes crescentes de cloreto de césio,
a 25°C. Excitacdo em 295 nm.
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Figura 31 — Grafico de Stern-Volmer para a atenuacao de fluorescéncia com
cloreto de césio da Amy1 recombinante em diferentes pHs (m — pH 5,5; e — pH
7,0; A —pH 9,0). K, representa a inclinacéo da reta, FO a intensidade de
fluorescéncia na auséncia e F na presenca do atenuador, respectivamente. A
linha sdélida representa a curva ajustada pela equacéao classica de Stern-Volmer.

Em pH 9,0 os valores de K, foram: 4,31 M™ (Figura 29) para a acrilamida,
1,22 M* (Figura 31) para o I" e 0,95 M (Figura 33) para o Cs* (Tabela 5). Assim
como nos demais pHs a acrilamida apresentou maior atenuacao,
aproximadamente 3,5 vezes maior que a do iodeto e 4,5 vezes maior que a do
césio, mostrando maior acessibilidade aos Trp localizados no interior da proteina.
Entre os atenuadores carregados o I apresentou atenuacdo aproximadamente
1,3 vezes maior que o Cs', indicando que ha uma barreira positiva préxima aos

Trp expostos que impede 0 acesso desse atenuador.
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Figura 32 — Espectros de emissao de fluorescéncia da Amyl em pH 5,5 (A), pH
7,0 (B) e pH 9,0 (C) com adicao de concentracdes crescentes de iodeto de
potassio, a 25°C. Excitagdo em 295 nm.
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Figura 33 — Gréfico de Stern-Volmer para a atenuacgéo de fluorescéncia com
iodeto de potassio da Amy1 recombinante em diferentes pHs (m — pH 5,5; e — pH
7,0; A —pH 9,0). Ks, representa a inclinagéo da reta, FO a intensidade de
fluorescéncia na auséncia e F na presenca do atenuador, respectivamente. A
linha sdlida representa a curva ajustada pela equacéo classica de Stern-Volmer.

O valor de K, para a acrilamida foi maior em pH 9,0 (4,31 M) comparado
com os valores em pHs 5,5 (3,36 M) e 7,0 (3,00 M™) (Tabela 4). A figura 28
ilustra que a acrilamida reduz a intensidade de fluorescéncia em
aproximadamente 50% nos pHs 5,5 (Figura 28 — A) e 7,0 (Figura 28 — B) e 60%
no pH 9,0 (Figura 28 — C). Esses valores de K, indicam que os Trp da molécula
encontram-se semi-enterrados na matriz da proteina e que as alteracées no pH
do meio induzem mudancas conformacionais ha Amyl sem no entanto alterar o
ambiente carregado proximo ao fluoréforo. Essas mudancas conformacionais
levam a alteracbes do padrédo das interacbes envolvendo grupos apolares,
permitindo maior acesso da acrilamida aos Trp que se encontram no interior da
proteina. Essas alteragdes sdo responsaveis pela queda da atividade catalitica da
a-amilase em pH 9,0, o que esta de acordo com os dados reportados por Galdino
(2008).
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Em pH 5,5 ocorrem mudancas no padrdo de ionizacdo da proteina,
principalmente para histidina que pode estar na forma neutra ou carregada
positivamente nesse pH, considerando a proximidade do pK de ionizacao da
cadeia lateral desse aminoacido. Essas mudancas de cargas afetam as
interagbes ndo covalentes e, consequentemente, o ambiente do fluoréforo. Esta
instabilidade provocada pela diferenca de cargas reflete nos valores baixos da
constante Kg,. Em pH neutro e alcalino, esses residuos estdo carregados
positivamente e, comparativamente ao pH 5,5, essa mudanca reflete em

alteracdes estruturais e, mesmo que minimas, em diferencas nos valores de Ks,.

Em todas as condi¢Bes analisadas, a atenuacdo do césio foi a menor
dentre os trés atenuadores, indicando que o ambiente do Trp ndo é carregado
negativamente. Os resultados apresentados indicam que o Trp estd em ambiente
semi-enterrado e ndo carregado em pH neutro e alcalino, e parcialmente
carregado positivamente em pH 5,5. Adicionalmente, os resultados mostram que
em pH 5,5 as alterac6es conformacionais sdo minimas mas favorecem o aumento

da atividade catalitica dessa a-amilase nesse pH.

4.5 Cristalizacdo da Amy1 recombinante

Os ensaios de cristalizacdo da a-amilase foram realizados no sistema
robotizado do LNLS. Até o presente momento, foi encontrado um cristal bem
formado e com faces definidas (Figura 28), na condicéo: Bis-tris propano 0,1 M
pH 7,5; PEG 3350 20% wl/v; fluoreto de sodio 0,1 M. A partir desse resultado,
refinamentos das condicdes de cristalizacao serao realizados, visando a obtencéo
de cristais maiores e em maior numero para justificar a solicitacdo de tempo de
linha no LNLS.
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Figura 34 — Cristal da Amy1 recombinante obtido nas condi¢des: Bis-tris propano
0,1 M pH 7,5; PEG 3350 20% w/v; fluoreto de sédio 0,1 M
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

. Conclusoes

A levedura MFL-AMY1 apresentou melhor crescimento e maior producao de
enzima no meio de cultura com extrato de levedura 0,4% como fonte de
nitrogénio, temperatura de 28°C, agitacdo de 200 rpm e tempo de crescimento
de 72 horas.

A Amyl recombinante foi purificada com uma cromatografia de troca idnica

seguida de uma cromatografia de exclusdo molecular.

A Amyl recombinante ndo é N-glicosilada quando expressa na linhagem de S.

cerevisiae MFL.

A variacdo de pH do meio afeta as estruturas secundarias da Amyl
recombinante. Elas foram semelhantes nos pHs 3,0; 5,5 e 7,0 (a-hélices 5,7%
- 6,5% e folhas-B ~42%) e diferiram em condigdes alcalinas e em pH 4,0 ,

onde ocorreu uma diminuigdo no conteudo de folhas-B (37%).

A elevacao da temperatura para 95°C da Amyl recombinante em pHs 7,0 e
8,0 induziu modificacdes na estrutura secundéria da Amy 1 recombinante, no
entanto, a proteina ndo foi desnaturada. Resultados semelhantes foram

obtidos para a proteina selvagem.

A mudanca da forca idnica do meio (NaCl 0,2M) provocou diminuicdo da
estabilidade da Amyl recombinante, indicada pelos espectros de CD em
temperaturas proximas de 95°C. Porém, essas alteragbes ndo foram

compativeis com a desnaturacao da proteina.
Alteracbes nas condic¢des de cultura da MFL-AMY1 permitiram obter a enzima
recombinante com padrdo de dobramento semelhante ao da selvagem. As

porcentagens de estrutura secundaria das duas enzimas foram semelhantes.
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8)

9)

Os triptofanos da Amyl estdo em ambiente semi-enterrado e ndo carregado
em pH neutro e alcalino, e parcialmente carregado positivamente em pH 5,5.
Em pH 55 o Trp participa de interacbes que estabilizam a vizinhanca
molecular que é constituida de alguns grupos carregados positivamente. As
alteragbes conformacionais sdo minimas, mas favorecem o aumento da
atividade catalitica dessa a-amilase nesse pH. Em pH 7,0 ocorrem mudancas
conformacionais devido a diferencas de ionizacdo de grupos carregados
positivamente, resultando em uma estrutura da a-amilase que dificulta o
acesso do iodeto e do césio. Em pH 9,0 ocorrem alteragbes do padrdo de
interacBes envolvendo grupos apolares, que sdo responsaveis pela queda da

atividade catalitica da Amyl nesse pH.

Ensaios de cristalizagdo da Amy1 recombinante resultaram em um cristal com
faces definidas, na condi¢do Bis-tris propano 0,1 M pH 7,5; PEG 3350 20%
w/v; fluoreto de sédio 0,1 M. A partir desse resultado e dos resultados obtidos
por atenuacdo da fluorescéncia, novas estratégias de cristalizacao da proteina
poderdo ser testadas, visando a obtencdo de maior nimero de cristais.
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