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RESUMO

a-Amilases tém aplicagdes nas industrias de processamento do amido, produgao
de alcool, téxtil e outras. Na busca por fontes de amilases na biodiversidade do cerrado,
uma levedura foi isolada e classificada como Cryptococcus flavus. Embora esta
levedura seja capaz de metabolizar amido, ela ndo pode ser usada na industria por ndo
possuir status GRAS. Por outro lado, S. cerevisiae, amplamente utilizada na industria de
etanol, ndo é capaz de degradar amido para produzir agucares fermentesciveis, sendo
necessaria a clonagem e expressao heterdloga de enzimas amiloliticas nesse
microrganismo.

Neste trabalho, o gene da amilase de C. flavus (AMY1) codificando uma amilase
extracelular foi clonado e expresso com sucesso em S. cerevisiae. A seqiiéncia de
nucleotideos do cDNA revelou uma ORF de 1896 pb codificando uma cadeia
polipeptidica de 631 aminoacidos apresentando uma homologia (97%) com a amilase da
levedura Cryptococcus sp S-2. A presenga das quatro regides conservadas, (I)
"DVVVNH'Y, (1) *’GLRIDSLQQ**, (III) **GEVFN* e (IV) **’FLENQD**
classificou essa enzima na familia 13 das glicosil hidrolases (G13). A cinética de
produgcdo da amilase recombinante alcangcou a atividade amilolitica maxima (3,93
U/mL) em 60 horas de cultivo. A proteina recombinante apresentou uma massa
molecular similar a amilase nativa (~ 67 kDa), parte devido a N-glicosilagdo. Além
disso, a amilase recombinante foi caracterizada bioquimicamente apresentando um pH
otimo de 5,5, temperatura 6tima de 60 °C e K,,= 0,37 mg/mL para o amido.

Com o objetivo de desenvolver uma cepa de S. cerevisiae capaz de degradar o
amido de forma mais eficiente, o gene da glicoamilase de Aspergillus awamori foi
clonado no vetor YEp352-PGK para co-expressdo com o gene da amilase de C. flavus,
clonado previamente no vetor YEp351-PGK. O clone de S. cerevisiae expressando as
duas enzimas foi capaz de crescer em meio contendo amido como unica fonte de
carbono. Dados preliminares de fermentacdo em frasco mostraram que esse clone ¢

capaz de produzir 116 g de ethanol/L durante 120 horas de cultivo.
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ABSTRACT

a-Amylases have applications in starch processing, alcohol production, textile
and others industries. On screening for amylolytic yeasts in the Brazilian Cearrado, a
yeast was isolated and classified as Cryptococcus flavus. Although C. flavus is able to
metabolize starch, it cannot be used in industry because it does not possess GRAS
status. On the other hand, S. cerevisiae, which is widely used in ethanol industry, cannot
degrade starch to fermentable sugars, requiring for that the cloning and heterologous
expression of amylolytic enzymes from other microrganisms.

In this work, a C. flavus a-amylase gene (AMY1) encoding an extracelullar
a-amylase has been cloned and successfully expressed in S. cerevisiae. The nucleotide
sequence of the cDNA revealed an ORF of 1896 pb coding for a 631 amino acid
polypeptide with high identity (97%) to a homologous protein isolated from
Cryptococcus sp S-2. The presence of four conserved regions, (I) MDVVVNH'Y, (1D)
SSGLRIDSLQQ*®, (III) **GEVFEN*’ and (IV) **’FLENQD™*, places the enzyme in
the GH13 a-amylase family. The assessment of the time course of amylase secretion in
S. cerevisiae revealed a maximal extracellular amylolytic activity (3.93 U/mL) at 60
hours of incubation. The recombinant protein had an apparent molecular mass similar to
the native enzyme (~67 kDa), part of which was due to N-glycosylation. On further
characterization it was found that the recombinant amylase has optimal activity on pH
5.5 at 60 °C. Its for starch is K= 0.37 mg/mL .

In order to develop a S. cerevisiae strain able to degrade starch more efficiently,
the Aspergillus awamori glucoamylase gene was cloned into the YEp352-PGK vector
with a view to co-expression with the C. flavus a-amylase gene, previously cloned into
YEp351-PGK. This new strain expressing both enzymes was able to grow in medium
containg starch as sole carbon source. Preliminary data of flask fermentation suggest

that this strain is able to produce 116g ethanol/L in 120 h of incubation.
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INTRODUCAO

1. Energia: uma visiao econémica

A energia comegou a ser utilizada em larga escala pela humanidade quando foi
descoberto que a energia quimica armazenada no carvao e na madeira poderia ser usada para
aquecimento, cozimento e producdo de luz. Posteriormente, foi visto que essa mesma energia
poderia ser usada na transformacdo de materiais brutos como ouro, prata, cobre e ferro em
utensilios como armas. Com o passar do tempo, outras fontes de energia foram usadas
culminando no século 20 com a energia nuclear e o uso de petréleo, a fonte de energia mais
utilizada no mundo. Atualmente, os combustiveis fosseis representam 80,1% do total da
energia utilizada no mundo, sendo a energia nuclear e as energias renovéveis representando
6,3% e 13,6%, respectivamente (Goldemberg, 2007). Na década precedente a crise energética
de 1973, a estabilidade relativa na oferta de petrdleo era oferecida principalmente pelas
companhias petroliferas. Mas a necessidade dos paises industrializados de obterem maior
quantidade de petréleo importado deu maior poder politico e econdmico aos paises produtores.

Em dezembro de 1997, em Kyoto, no Japdo, foi realizada a terceira conferéncia das
Nacgdes Unidas sobre mudangas climdticas com a presenca de representantes de mais de 160
paises, o que resultou no Protocolo de Kyoto. Embora o Protocolo de Kyoto tenha sido
acordado em 1997, este s6 entrou em vigor em fevereiro de 2005 com a ratificagdo do
protocolo pela Rissia. O documento que regulamenta a UNFCCC — Convenc¢do Quadro das
Nacdes Unidas sobre a Mudanga do Clima, assinado por 141 paises, estabelece metas para
reducdo de gases poluentes pelos paises industrializados que, acredita-se, sejam os principais
emissores de gases responsdveis pelo efeito estufa (Calsing, 2005). Paises industrializados se
comprometeram a reduzir, até 2012, as suas emissdes de didxido de carbono a niveis pelo
menos 5% menores do que os que vigoraram em 1990 (Marmo, 2007). O acordo estabelece
que os paises em desenvolvimento, como o Brasil, sdo os que menos contribuem para as
mudangas climdticas, atuando como signatdrios e mantendo a ONU informada sobre os seus
niveis de emissdo. Caso nédo consiga reduzir as emissdes previstas, cada pafs poderd comprar,
dos demais, titulos conhecidos como Certificados de Emissdes Reduzidas (CERs) ou Créditos
de Carbono. A aquisi¢do de tais créditos estd prevista no artigo 12 do Protocolo de Kyoto sobre
Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL). Em 2007, o mercado de créditos de carbono
movimentou 30 bilhdes de ddlares, uma fonte alternativa muito promissora para os paises em

desenvolvimento que poderdo utilizar o capital estrangeiro para promover o desenvolvimento



sustentavel no pafs e gerar emprego (Herzog, 2007). Dados do Ministério da Ciéncia e da
Tecnologia (MCT) registram que, até o dia 13 de janeiro de 2008, o Brasil ocupa o terceiro
lugar em nimero de projetos em MDL, com 261 projetos (9%), sendo que em primeiro lugar
encontra-se a China com 963 e, em segundo, a India com 819 projetos (Ministério da Ciéncia e
da Tecnologia, 2008).

No final dos anos 80, devido ao grande consumo de petréleo, o mundo estava preocupado
em desenvolver fontes alternativas de energia renovdveis que poluissem menos. Dentre as
vdrias alternativas propostas, destacam-se a energia edlica, solar e aquela proveniente da
conversdo de biomassa. Apesar da incerteza considerdvel sobre qual serd o principal
combustivel do futuro, dlcoois alifdticos, em particular metanol e etanol, sdo, atualmente, a
escolha mais economicamente vidvel e representam o principal foco da pesquisa mundial. Isto

se deve aos seguintes fatores:

e Alcoois podem ser produzidos localmente, reduzindo os impostos pagos no
cambio exterior com a importacio do petréleo. O maior exemplo é o Brasil, o
maior produtor de dlcool a partir da cana-de-acticar € que possui condicdes
climaticas favordveis ao aumento da produg¢do local (Sdnchez & Cardona, 2007).

e Alcoois sdo faceis de usar (requerem pequenos ajustes prévios em maquinas
desenhadas para funcionar a base de petréleo). O Brasil ja domina a tecnologia
de ajustes de motores que usam tanto carros movidos a etanol quanto a gasolina
(veiculos flexfuel). As vendas de bicombustiveis representaram 83,8% do total de
veiculos vendidos em maio de 2007 (Camacho, 2007 ).

e Alcoois siio altamente competitivos com os combustiveis a base de petroleo.
Depois da ratificacdo do protocolo de Kyoto, alguns paises, como por exemplo, o
Jap@o ja assinou acordo de importacdo do dlcool brasileiro para adi¢do de etanol a

gasolina em diferentes quantidades (Orellana & Neto, 2006).

Atualmente, o gasto de energia para manter os padroes de vida é de aproximadamente
2 kw/pessoa/més, sendo que os paises industrializados, mesmo tendo apenas 23% da populacgio
mundial, sdo responsaveis por 70% do consumo total de energia. Obviamente, a medida que os
paises emergentes se industrializarem, maior serd a pressdo sobre os estoques de energia
existentes, majoritariamente os de petréleo, o que pode levar ao aumento do aquecimento
global. Desta forma, o mundo terd que encontrar solucdes para o uso mais inteligente de

energia.



2. Producio de etanol a partir de biomassa (bioetanol)

Com o crescente aumento da demanda energética, as fontes de energia ndo-renovaveis
vém se tornando escassas e, atualmente, a procura por fontes renovdveis economicamente
vidveis tem sido cada vez maior. O principal candidato a combustivel do século XXI é o
bioetanol. O bioetanol € principalmente produzido pelo processo de fermentacio, usando como
substratos agucares ja disponiveis (cana-de-acicar, beterraba e frutas), materiais amildceos
(graos, tubérculos, etc) e materiais lignoceluloliticos (madeira, rejeitos agricolas, etc) (Gray et
al., 2006; Liu & Shen, 2008). Atualmente a biomassa representa aproximadamente 10% da
demanda de energia no mundo (Antoni et al., 2007).

O bioetanol ganha importincia no cendrio mundial como principal fonte de energia
alternativa ao petrdleo em curto prazo. Segundo Demain et al. (2005), o bioetanol apresenta

indmeras vantagens se comparado aos combustiveis convencionais:

e ¢ derivado de uma fonte renovdvel, ou seja, plantas, ou parte da planta rica em
acucares;

® a sua combustdo emite uma percentagem bem menor de gases nocivos ao meio-
ambiente;

e ¢ biodegradavel e menos toxico que combustiveis a base de petréleo;

* em quantidades maiores que 5%, podem ser misturados a gasolina e utilizado
como combustivel sem necessitar de grandes ajustes nos motores;

e ¢ produzido por um método bem conhecido e estudado, a fermentagdo alcodlica
microbiana;

® possui maior octanagem (resisténcia a compressdo sem entrar em combustio)
que a gasolina;

e produz menos fumaca;

e gera menos residuos provenientes da queima.

Atualmente no Brasil, o custo de produgdo do dlcool é competitivo com o custo de
producdo de gasolina. Isto ocorre primariamente porque os custos de produgdo foram reduzidos
desde o Programa Brasileiro de Alcool (ProAlcool) a um ter¢o do seu valor inicial e, em
segundo lugar, entre 1975-2000, o petréleo aumentou os seus precos e estes, no futuro,
tenderdo a aumentar mais ainda (Leite, 2005). Em 2006 o custo médio para a producdo de um

litro de etanol no Brasil foi de US$ 0,20, enquanto que nos EUA o custo foi de US$ 0,31 em



média (Ministério do Desenvolvimento, Indudstria e Comércio Exterior, 2006). O Brasil domina
a produgdo de etanol a partir da cana-de-acticar, possuindo cerca de 300 usinas em operacio no
pais que sdo responsdveis por um terco da produ¢do mundial de etanol (Lin & Tanaka, 2006).
A Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) divulgou seu dltimo levantamento da safra
nacional de cana-de-actcar 2007/2008. A produgdo de etanol foi de 20,88 bilhdes de litros,
superior em 19,53% (3,41 bilhdes de litros) a da safra 06/07 (Portal Unica, 2007). Os Estados
Unidos s@o o segundo maior produtor de etanol do mundo, obtendo o produto a partir de amido
de milho. O produto € subsidiado pelo governo norte-americano para manutencio da produgao,
ja que o valor agregado dos derivados do milho é superior ao do dlcool. O valor do subsidio é
maior que o custo da producdo de etanol no Brasil (Leite, 2005).

Em 2006, os Estados Unidos consumiram aproximadamente 20 milhdes de barris de
petréleo bruto, dos quais 60% foram importados (Gray et al., 2006). Grandes quantidades de
etanol devem ser produzidas no futuro devido a duas leis federais norte-americanas: uma taxa
de crédito de US$ 0,51 por galdo de etanol usado como combustivel e um novo mandato para a
producdo de 7,5 bilhdes de galdes de etanol que serdo adicionados a gasolina até 2012 (Farrel
et al., 2006). Visando a redugio do impacto da emiss@o de gases de feito estufa, diversos paises
adotaram medidas para adesdo as exigéncias ambientais do Protocolo de Kyoto. A Unido
Européia passou a recomendar o uso de 2% de etanol na gasolina e o Japdo pretende adicionar
3% (Orellana & Neto, 2006). Essas medidas resultam em um aumento substancial na demanda
mundial de etanol e estimulam os paises a produzirem ou comprarem este combustivel. Em
poucos anos, economias mundiais deverdo comecar a importar etanol proveniente de varios
paises, sobretudo do Brasil (Leite, 2005).

No entanto, a entressafra da cana, o aumento do preco do agicar no mercado
internacional e conseqiiente o aumento do preco do dlcool hidratado levaram o governo
brasileiro a diminuir a percentagem de dlcool na gasolina, de 25 para 20%, para impedir o
aumento deste combustivel. Esta instabilidade na producio de dlcool tem de ser resolvida antes
de o Brasil se tornar um exportador mundial de dlcool combustivel (Lage, 2006).

Dentre os substratos disponiveis no Brasil, a mandioca se apresenta como um substrato
bastante promissor no incremento da produtividade nacional de édlcool, apresentando algumas

vantagens em relacdo a cana-de-acucar:

e ¢ produzida em todos os Estados do Brasil sendo um produto genuinamente

brasileiro;



e existem variedades adequadas de mandioca para serem colhidas em épocas
diferentes do ano;

e tem menor nivel de exigéncia do solo;

e possui menor sensibilidade climadtica;

e processo de colheita mais simples — sem polui¢ao;

e tem baixos custos de producio;

e ¢ uma cultura de poucos riscos necessitando de baixos investimentos.

Sendo assim, torna-se evidente que o amido de mandioca é um forte candidato como
substrato para a produgdo de bioetanol. Um estudo de Viabilidade Técnica Econdmica e
Comercial (EVETEC) sobre a comparagdo da producdo de etanol a partir de amido de
mandioca e cana-de-agicar foi realizado pelo Centro de Apoio Desenvolvimento e
Tecnolégico (CDT), da Universidade de Brasilia. O parecer deste estudo foi que a
implementacdo de microdestilarias para a producdo de dlcool a partir de mandioca é
plenamente vidvel e o produto é altamente competitivo, se consideradas as proporcoes

mercadoldgicas globais e focado nos arranjos produtivos locais.

3. O amido

O amido, polissacarideo de reserva encontrado em plantas, constitui um importante
macronutriente da dieta humana. Além do seu uso como alimento, o amido € usado em
numerosos processos industriais, quimicos ou enzimadticos, para obtencdo de xaropes de
glicose, maltose e de frutose empregados em confeitarias, cervejarias, fabricas de biscoito,
geléias e refrigerantes (Fungaro & Junior, 2002).

O amido € um polimero de D-glicose onde as moléculas sdo unidas entre si por liga¢Ges
O-glicosidicas, que sdo formadas quando um grupo hidroxila no carbono 1 (Cl) de uma
molécula de actcar reage com o dtomo de carbono anomérico de outra molécula de agtcar
(Lehninger et al, 2002). Esta ligacdo glicosidica € estivel em pHs altos, mas hidrolisada em
pHs baixos. Na extremidade do polimero, um grupo aldeido latente estd presente. Este grupo é

conhecido como extremidade redutora. Dois tipos de polimeros de glicose estdo presentes no

amido: (i) amilose e (ii) amilopectina (Figura 1).
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Figura 1. Polimeros do amido. (A) um pequeno segmento da amilose, um polimero linear de moléculas
de D-glicose. (B) Estrutura da amilopectina mostrando um ponto de ramificacdo. (C) Disposi¢do das
moléculas de amilose e amilopectina no grao de amido. Fonte: Lehninger et al. (2002).

3.1 Amilose

Amilose ¢ um polimero linear consistindo em média de 500 - 20,000 unidades de
D-glicose unidas através de ligacdes glicosidicas a-1,4 (Figura 1A). Poucas ligacdes
glicosidicas do tipo a-1,6 sdo encontradas e grupos fosfatos também podem estar presentes
(Hoover, 2001), mas eles tém pouca influéncia no comportamento da molécula (Buléon et al.,
1998). O ndmero de residuos de glicose na amilose, também indicado pelo grau de
polimerizacdo (DP), varia com a espécie botanica da qual se originou. Por exemplo, amilose de
batata ou mandioca tem grau de polimerizacdo de 1000 - 6000 enquanto que amilose de milho
ou trigo variam entre 200 e 1200 residuos de glicose. O contetido de amilose pode variar em
média de 0 a 75%, mas o valor tipico é de 20 a 25% do amido (Ramesh & Tharanathan, 2003).

A amilose tem uma estrutura estendida que tende a se enovelar em uma hélice simples
mas também pode formar zonas de juncdes de dupla hélice esquerdas paralelas (Imberty et al.,
1988). A amilose pode se ligar as moléculas de iodo carregadas resultando em compostos

poliiodetos (cadeias de I3 e I5” formando estruturas como 193' and 1153' ), onde cada volta da



hélice contém aproximadamente dois atomos de iodo. Assim, a cor azul intensa da interacdo
entre o iodo e o amido resultante da adsor¢do do iodo (na forma Is) € devido a interagéo
aceptor-doador entre a dgua e os compostos poliiodetos deficientes de elétron (Imberty et al.,
1988)

As ligacdes de hidrogénio entre as cadeias alinhadas s@o as responsdveis pela
retrogradacdo da amilose quando as mesmas sdo desfeitas com as moléculas de dgua. A
retrogradacdo ocorre quando a suspensdo de amido e dgua é aquecida fazendo com que
granulos de amido inchem até a irreversibilidade. Durante este processo, a amilose se expande
para fora do granulo e causa um aumento na viscosidade da suspensdo. Um maior aumento da
temperatura leva ao inchamento maximo dos granulos e aumento da viscosidade. Finalmente,
os granulos se quebram resultando em uma suspensdo coloidal altamente viscosa. O
subseqiiente resfriamento do amido coloidal resulta na formacdo de um gel eldstico
(retrogradacdo). Durante a retrogradacdo, o amido sofre uma mudanga de um estado dissolvido
e dissociado para um estado associado. A retrogradacdo é primeiramente causada pela amilose;
a amilopectina, devido ao seu alto estado ramificado, € menos susceptivel a retrogradacdo

(Myers et al., 2000).

3.2 Amilopectina

A amilopectina consiste de pequenas cadeias lineares unidas por liga¢des glicosidicas
a-1,4 com 10-60 unidades de glicose e cadeias laterais ligadas por ligacdes glicosidicas a-1,6,
consistindo de 15-45 unidades de glicose A percentagem média de pontes de ramificacdo na
amilopectina é 5%, mas varia com a origem vegetal. A molécula completa de amilopectina
contém uma média de 2.000.000 de unidades de glicose, sendo desse modo uma das maiores
moléculas encontradas na natureza (Van der Maarel et al., 2002).

A amilopectina exibe niveis hierdrquicos de organizacdo estrutural. Na escala de 0,1 a
1 nm a estrutura é descrita pela localizacdo das ramificacdes e pelo comprimento da cadeia.
Nesse nivel, a estrutura da amilopectina € conhecida por possuir as cadeias A (cadeias
ramificadas mais externas), B (cadeias ramificadas mais internas) e C (linica cadeia contendo
uma extremidade redutora simples. O proximo nivel estrutural ocorre na escala de 10 nm, onde
existem regides amorfas e cristalinas muito conhecidas pela sua resisténcia a hidrélise 4cida.
Estas regides da estrutura contribuem para a formagdo de camadas concéntricas responsaveis

pelo “crescimento dos anéis” no grido de amido que sdo visiveis através de microscopia optica.

No proximo nivel estrutural, na escala de 100 nm, é possivel identificar, por meio de



microscopia eletronica, a orientacdo das moléculas de amilopectina em uma seccio transversal
de um grao de amido (Myers et al., 2000).

Amilopectinas de fontes vegetais (por exemplo, amilopectinas de tomate) possuem
grupos fostatos ligados a grupos hidroxil que podem aumentar sua hidrofobicidade. (Myers et
al., 2000)

Em relagdo a coloragdo com iodo, o complexo iodo-amilopectina produz uma cor
violacea. Desta forma, o amido soliivel comercializado para uso como indicador deve consistir

basicamente de amilose, separada da amilopectina.

4. Enzimas de degradaciao do amido

Uma grande variedade de organismos usa enzimas hidroliticas capazes de degradar o
amido para servir como fonte de energia. Para a quebra completa da molécula do amido, vérias
enzimas que clivam o polimero em locais diferentes sdo necessarias. Existem, basicamente, 4
grupos de enzimas de degradacdo do amido (Figura 2).: (i) endoamilases; (ii) exoamilases; (iii)

enzimas desramificadoras; e (iv) transferases (Van der Maarel et al., 2002).

4.1 Endoamilases

Endoamilases sdo enzimas capazes de quebrar as ligacdes glicosidicas presentes na
parte interna (endo-) da cadeia de amilose e amilopectina. A a-amilase (EC 3.2.1.1) € uma
endoamilase bem conhecida. E encontrada em uma grande variedade de microrganismos, desde
Archaea até Bacteria e Eucaria. Os produtos finais da acdo das a-amilases sdo
oligossacarideos de diversos tamanhos em uma configuracdo anomérica o, € dextrinas limites,
na qual constituem os oligossacarideos ramificados (Van der Maarel er al., 2002). Com o
passar dos anos, os pesquisadores t€ém dado maior énfase as a-amilases produzidas por
microrganismos. A maior vantagem do uso de microrganismos para a producdo dessas

proteinas é a capacidade de producdo de baixo custo e a facilidade de manipulacdo para

obtencdo de enzimas com caracteristicas desejaveis (Lonsane & Ramesh, 1990).
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Figura 2. Diferentes enzimas envolvidas na degradacio do amido. A estrutura em forma de anel
fechado representa a extremidade redutora de uma cadeia oligossacaridica. Fonte: Bertoldo &
Antranikian (2002).

a-Amilases tém sido isoladas de vdarios fungos, leveduras e bactérias e, contudo, as
enzimas de fungos e bactérias tém maiores aplicagdes em diversos setores industriais (Pandey

et al., 2000).

4.2 Exoamilases

As exoamilases agem sobre os residuos externos de glicose da amilose e da
amilopectina produzindo somente glicose. Entre as enzimas pertencentes a esta classe, destaca-
se a glicoamilase.

A glicoamilase também conhecida como amiloglicosidase ou y-amilase (E.C 3.2.1.3) é
capaz de hidrolizar as ligacdes glicosidicas a-1,4 em amido solivel e oligossacarideos
relacionados com inversao da configuragdo para produzir B-glicose. Além da atividade o-1,4, a
enzima hidrolisa lentamente as ligacdes a-1,6 do amido (Norouzian et al., 2006). A eficiéncia

catalitica (K../Km) para a hidrdlise das ligacdes a-1,6 é apenas 0,2% da atividade o-1,4



(Frandsen et al., 1995). Este efeito adverso compromete o rendimento da sacarificagdo em
nivel industrial. No entanto, um aumento no rendimento de glicose produzida na etapa de
sacarificacdo pode chegar a niveis maiores que 96% por meio da atividade glicosidica a-1,6
das glicoamilases (Sauer et al., 2000). Esta enzima tem uma grande importancia industrial na
producdo de xaropes de glicose e em processos de sacarificacdo e fermentacdo simultanea
(SSF) para a producdo de etanol (Saville et al., 2006).

Varias espécies de fungos produzem glicoamilases em condi¢gdes diferentes de
fermentacdo e os estudos t€m focado na busca de glicoamilases que hidrolisem amido em
elevadas temperaturas (Norouzian et al., 2006). Algums fungos que sintetizam glicoamilases
em temperaturas elevadas incluem Aspergillus awamori, A. foetidus, A. niger, A. oryzae, A.
terreus, Mucor rouxians, Neurospora crassa, Rhizopus delma e Rhizopus oryzae (Pandey et
al., 2000)

As glicoamilases de fungos possuem dois dominios, um dominio catalitico e um
dominio de ligacdo ao amido. Esses dois dominios estdo conectados por um linker
O-glicosilado que estd presente na extremidade N-terminal (Lemos et al., 2003) (Figura 3). O
sitio de ligacdo ao amido na glicoamilase tem func¢éo tanto na hidrdlise do amido cru quanto na
adsor¢do da enzima na parede celular. Essa adsor¢do faz com que haja um aumento da
concentragdo de glicoamilase in situ, promovendo a quebra de substratos e conseqiientemente

liberando glicose para a célula (Kaneko et al., 1996).

DC L DLS

Figura 3. Imagem da estrutura estendida da glucoamilase de Aspergillus niger idéntica a
glicoamilase de Aspergillus awamori. O dominio catalitico (DC), O linker conector (L) e o dominio
de ligacdo ao substrato (DLS) estdo representados na figura. fonte: Lemos er al. (2003), com
modificagdes.
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4.3 Classificacao das amilases

Muitas das enzimas de degradacio do amido pertencem a familias baseadas na
homologia de seqiiéncia de aminoécidos. (Henrissat, 1991). De acordo com esta classificagao,
301 seqiiéncias de aminoécidos das glicosil hidrolases correspondendo a 39 nidmeros na
comissdo de enzimas (EC number ) foram agrupados em 39 familias. Dentre estas, a familia 13
das glicosil hidrolases abrange mais de 30 especificidades enzimadticas diferentes (Henrissat,
1991; MacGrecor et al., 2001), entre elas a a-amilase. J4 a glicoamilase é classificada na
familia 15. No entanto, essa classificacdo apresenta alguns problemas de ambigiiidade: enzimas
com diferentes especificidades de substrato sdo, as vezes, agrupadas na mesma familia, e
enzimas com a mesma especificidade sdo muitas vezes agrupadas em familias diferentes. Estes
problemas ndo foram resolvidos mesmo quando o nimero de seqiiéncias de aminodcidos das
glicosil hidrolases aumentou para 480 (Henrissat & Bairoch, 1996).

Por isso Coutinho & Henrissat (1999) propuseram uma nova classificacdo para as
hidrolases baseada no posicionamento do dominio de ligacdo ao amido (SBD). Esse dominio ¢é
um moédulo distinto na estrutura de uma hidrolase que aumenta a eficiéncia da enzima ao se
ligar e degradar amido cru (Lo et al., 2002). Virios desses médulos de ligacdo a carboidrato
(CBM) tém sido classificados em sete familias CBMs: CBM20, CBM21, CBM25, CBM26,
CBM34, CBM41 ¢ CBM 45 (Coutinho & Henrissat, 1999; Machovi¢ & Janecek, 2006). A
familia CBM20 ¢ a mais estudada e compreende, entre outras enzimas, a amilase maltogénica
de Bacillus stearothermophilus e as glicoamilases de Aspergillus niger e de Aspergillus
awamori (Machovi¢ & Janecek, 2006). Nesta familia os dominios SBDs geralmente sao
posicionados no C-terminal da enzima. J4 a familia CBM21 caracteriza-se por SBDs
localizados na posi¢do N-terminal da enzima. Entre elas, destacam-se as amilases de
Lipomyces kononenkoae e Lipomyces starkeyi e a glicoamilase de Rhizopus oryzae (Machovic¢

et al., 2005; Machovi¢ & Janecek, 2006 ).
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4.3.1 Propriedades bioquimicas das a-amilases

Em geral, as a-amilases possuem as seguintes propriedades bioquimicas: (i) grande
especificidade para o amido como substrato (Gupta et al., 2003); (ii) pHs 6timos de acgdo
variando de 2 a 12 (Vihinen & Mintsild, 1989); (iii) faixas 6timas de temperaturas para sua
atividade, 25-60 °C e 100-130 °C (Chary & Reddy, 1985; Fogarty & Kelly, 1980); (iv) massas
moleculares variando de 10 a 210 kDa (Grootegoed et al., 1973; Ratanakhanokchai et al.,
1992); (v) presencga ou nao de residuos de carboidratos na estrutura protéica; (vi) inibi¢do da
atividade por fons de metais pesados; (vii) requerimento ou ndo de fons cdlcio para expressido
da atividade bioldgica e termoestabilidade; (viii) Os residuos cataliticos estdo contidos em uma
estrutura protéica em forma de barril paralelo (a/f)s andlogo ao barril da triose fosfato
isomerase (TIM barrel) (MacGrecor et al., 2001) (Figura 4); (ix) Todas tem quatro regides
altamente conservadas em sua seqiiéncia primdria contendo o sitio catalitico e os mais
importantes sitios de ligagdo ao substrato, além de conter os residuos cataliticos altamente

conservados (Figura 5).

Figura 4. Estrutura tridimensional predita da amilase de
Cryptococcus sp S-2. A figura mostra a estrutura protéica em forma
de barril paralelo (o/B)s. Fonte: RCSB PDB Protein Data Bank.

12



(A) °
| 116 VDVVANH 122 I 202 GLRIDTVKH 210
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Figura 5. Representacio das quatro regioes conservadas na familia das o-amilases. Regides
conservadas para a amilase de A. oryzae (Taka-amylase) (A) e um grupo generalizado de seqii€ncias
consenso para outras amilases (B). Em (B) os residuos hidrofébicos e hidrofilicos estdao
representados pelas letras X e B, respectivamente. Residuos importantes para a especificidade estdo
representados pela letra Z. Os residuos cataliticos estdo representados por (e). Fonte: MacGrecor et
al. (2001), com modificacdes.

4.3.2 Mecanismo de acao das a-amilases

Para as a-amilases, o mecanismo catalitico mais aceito é o de duplo deslocamento com
manutengdo da configuracdo anomérica original (o) do produto originado. Esse mecanismo
envolve 2 residuos cataliticos no sitio ativo; um dcido glutdmico que atua na catdlise dcido/base
e um aspartato que atua como nucledfilo. Todo o mecanismo pode ser agrupado em 5 etapas:
(i) depois de o substrato ter se ligado ao sitio ativo, o dcido glutdmico protonado doa um préton
para o oxigénio da ligacdo glicosidica, (ii) um estado de transicdo com um fon oxocarbdnio é
formado seguido pela formacdo de um intermedidrio covalente; (iii) uma molécula de glicose
protonada deixa o sitio ativo, enquanto uma molécula de d4gua ou uma nova molécula de
glicose interage no sitio ativo a ataca a ligacdo covalente entre a molécula de glicose e o
aspartato; (iv) um estado de transicio com um fon oxocarbdnio é formado novamente; (v) o
glutamato que atua na catdlise agora como uma base aceita um hidrogénio da 4gua ou da nova

molécula de glicose (Van der Maarel et al., 2002).
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4.3.3 Origens e métodos de producio das a-amilases

Amilases podem ser encontradas em microrganismos, plantas e animais. a-Amilases
industriais podem ser obtidas de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. No entanto,
a-amilase bacteriana é geralmente preferida a fingica por serem mais termoestdveis. As
vantagens de se usar amilases termoestdveis em processos industriais incluem; baixo risco de
contaminagdo, eliminag¢do da etapa de resfriamento e aumento da taxa de difusdo (Lin et al.,
1998). A selecdo da cepa produtora é um importante fator no processo de producdo de
amilases. As vezes, uma tnica cepa pode produzir mais que uma enzima, como o-amilases e
glicoamilases. A produ¢do comercial de amilases é seguida de vérios passos de padronizacio
de cultivo do microrganismo, isso porque as condi¢gdes exigidas para um 6timo crescimento do
microrganismo nem sempre sao as mesmas para a producdo de enzimas. Esses pardmetros
incluem suplementag@o nutricional, pH do meio de cultura, pressdo osmotica, grau de aeragao,
temperatura e controle da contaminagdo durante o cultivo (Pandey et al., 2000).

Bactérias do género Bacillus e fungos filamentosos do gé€nero Aspergillus sao
considerado fontes importantes de amilases, sendo usados para a producdo de enzimas através
de técnicas de fermentacdo submersa (SmF) e fermentacdo em estado sdlido (SSF)
(Ragunathan & Swaminathan, 2005; Shoji et al., 2007; Gangadharan et al., 2007; Swain &
Ray, 2007;). A fermentacdo em estado sélido tem despertado grande interesse em vista das
vantagens econdmicas e de engenharia, isto é, planejamento e construcdo de fermentadores
(Pandey et al., 2000). A composi¢do do meio de cultura é simples com um custo relativamente
baixo. Baseia-se normalmente em residuos agricolas como soro de queijo, farinha de soja,
espiga de milho, farelo de trigo, palha de arroz e melaco de cana-de-aciicar, que sdo
complementados com uma fonte de nitrogénio, em geral sulfato de amonio, uréia ou nitrito de
potéssio, e uma fonte de fosfato, como o fosfato monobasico e o fosfato dibasico de sédio e de
potassio. Alta densidade celular e alta taxa de crescimento especifico podem ser obtidas com
glicose, mas alta atividade especifica e alta taxa de produgdo de enzima sdo obtidas usando o
amido como unica fonte de carbono (Pandey e al., 2000). Varias metodologias que se baseiam
em fermentacdo submersa (SmF), estado sélido (SSF) ou por imobilizagdo celular estdo
descritos na literatura para a produgdo de amilases (Krishna, 2005; Kunamnemi et al., 2005;
Ertan et al., 2007). Para bactérias sdo comumente usados: processo bifdsico, bioprocesso de
reciclagem celular, acoplamento de fermentagdo e microfiltracdo, fermentacdo continua e
reciclagem celular. Para fungos filamentosos e leveduras o cultivo em estado sélido usando

residuos agricolas tem mostrado os melhores resultados (Pandey et al., 2000). O fungo
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termofilico Thermomyces lanuginosus foi relatado como um excelente microrganismo produtor

de o-amilase (Kunamneni et al., 2005).

4.3.4 Inducao das a-amilases

Em microrganismos amiloliticos as amilases sdo induzidas na presenca de amido (ou dos
seus produtos de hidrdlise, como maltooligosacarideos) como tnica fonte de carbono. Existem
muitos relatos na literatura sobre inducdo de amilases em diversas linhagens de Aspergillus
oryzae sugerindo que a molécula indutora geralmente é a maltose (Errat ez al., 1984). Outras
fontes de carbono como lactose, trealose e a-metil-D-glicosideo também foram descritos na
literatura como indutores (Yabuki et al., 1977). o-Amilases e outras enzimas induzidas estio
sujeitas a repressdo catabdlica por sacarose e frutose (Carlsen & Nielsen , 2001), glicose e
outros monosacarideos (Morkeberg et al., 1995; Bhella & Altosaar, 1985). Contudo existe
controvérsia em relacio ao papel da glicose como fonte repressora para a producdo de amilases
em alguns microrganismos. Por exemplo, Carlsen & Nielsen (2001) relataram a repressdo da
producdo da a-amilase de A. oryzae (A1560) quando glicose foi adicionada no meio a uma

concentracdo menor que 10 mg/L.

4.3.5 Extracao e purificacao das a-amilases

A aplicacdo de enzimas nos setores farmacéuticos e clinicos requer amilases puras de
alta qualidade. Assim é importante desenvolver processos economicamente vidveis para
obtencdo de enzimas puras e com maxima atividade especifica. Tradicionalmente, a
purificacdo de amilases do meio de cultivo inclui diversas etapas como centrifugacdo da
cultura, concentracdo seletiva do sobrenadante (comumente por ultrafiltragio ou por
liofilizagdo), didlise, precipitacdo das enzimas por sulfato de amonio ou solventes como 4cido
tricloroacético (TCA), etanol e acetona gelada. O extrato bruto ou sobrenadante € submetido a
liofilizagdo e em seguida a cromatografia (de afinidade, troca-idnica ou gel filtracdo). Muitas
amilases ja foram purificadas usando apenas uma unica etapa de cromatografia, mas
dependendo das caracteristicas bioquimicas da amilase em questdo, sdo necessdrias duas ou
mais etapas de purificacdo (Gupta et al, 2003).

Outra tecnologia com grande potencial para ser usada na purificacdo e imobilizag¢do de
a-amilases estd relacionada ao sitio de ligacdo ao amido dessas enzimas. Esse dominio esta

presente em 10% das amilases e enzimas relacionadas. Nesta tecnologia, o amido pode ser
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usado como uma excelente matriz de afinidade, principalmente devido as suas propriedades
fisico-quimicas e seu baixo custo. Explorando as caracteristicas dessa matriz, pesquisadores
tém usado os SBDs de vdrias amilases como etiquetas (fags) para purificagdo de proteinas
recombinantes (Rodriguez-Sanoja et al., 2005). Usando esta tecnologia, Dalmia & Nikolov
(1994) expressaram em E. coli uma proteina de fusdo formada pela B-galactosidase e o
dominio SBD e, desta forma, foi possivel purificar a proteina usando uma coluna de amido.
Neste trabalho os autores relataram que depois da elui¢do com maltodextrina a proteina de

fusdo manteve a atividade de [3-galactosidase.

4.3.6 Aplicacoes Industriais das a-amilases

As amilases representam 25% do mercado de enzimas e encontram aplicagdes em todos
os processos industriais que necessitam da hidrdlise parcial ou completa do amido (Saxena et
al., 2007). Indudstrias como as de alimentos, de bebidas, de detergentes, téxteis e de papel
lideram o mercado consumidor de o-amilases (Pandey et al, 2000). Assim, amilases
microbianas tém substituido completamente a hidrélise quimica do amido em escala industrial
(Gupta et al., 2003), constituindo o maior mercado de vendas de enzimas (Aehle & Misset,
1999; Gupta et al., 2003). Elas podem também ter aplica¢des nas industrias farmacéuticas e de
quimica analitica. Além disso, uma das aplicacdes mais importante de amilases e glicoamilases

¢é na producao industrial de glicose e frutose a partir do amido e na produgéo de etanol.

5. Leveduras amiloliticas

A habilidade das leveduras em hidrolisar amido estd distribuida em diferentes géneros
e espécies de leveduras. Estima-se que na natureza existam mais de 150 espécies de leveduras
amiloliticas e muitas delas ndo sdo adequadas para promover uma fermentacdo a partir do
amido (Spencer & Spencer, 1997)

Schwanniomyces occidentalis produz amilase (Yanez et al., 1998), a-glicosidase (Sato
et al., 2005) e fermenta muitos substratos amildceos completamente. Essa levedura tem sido
chamada de uma “superlevedura”, pois é capaz de fermentar varios substratos. (Ingledew,
1987).

Saccharomycopsis capsularis, além de produzir amilases (Soni et al., 1996), consegue

degradar amido a glicose e produzir etanol (Tsuyoshi et al., 2005). Um nimero de leveduras do
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género Pichia (incluindo Hansenula), por exemplo, Hansenula capsulata, também fermenta

substratos amilaceos.

5.1 A levedura Cryptococcus flavus

A levedura Cryptococcus flavus, utilizada neste trabalho, foi isolada a partir de frutos do
cerrado brasiliense. Ensaios biologicos demonstraram que C. flavus possui uma alta atividade
amilolitica. A amilase nativa desta levedura foi primeiramente isolada por Wanderley et al
(2004). Esta enzima apresenta algumas propriedades bioquimicas interessantes para aplicacio
industrial, tais como: alta afinidade pelo amido como substrato (K, = 0,056 mg/mL),
temperatura 6tima de 55°C e termoestabilidade.

Embora o gé€nero Cryptococcus seja bastante conhecido na literatura por abranger a
levedura patogénica Cryptococcus neoformans, pouco se sabe sobre a biologia molecular das
espécies de Cryptococcus e muito menos sobre as enzimas hidroliticas produzidas por estes
organismos. Embora C. flavus seja capaz de metabolizar amido, este microrganismo ndo pode
ser usado para a produgdo de etanol por ndo possuir Status GRAS (Generally Recognized as
Safe) e por ter baixa tolerincia ao etanol. Até a elaboracdo do trabalho dessa tese, existiam
apenas dois trabalhos citados na literatura sobre amilases de Cryptococcus; Cryptococcus sp.

S-2 (Iefuji et al., 19967) e C. flavus (Wanderley et al., 2004).

6. Saccharomyces cerevisiae como hospedeira para expressao heteréloga

Leveduras sdo microrganismos eucariéticos unicelulares que sio bastante atrativos para
utilizacdo em processos de biotecnologia devido a facilidade de manipulacdo genética e por
realizarem processamento poés-traducionais eucaridtico nas proteinas que expressam.
Saccharomyces cerevisiae ¢ um microrganismo muito bem estudado e informagdes sobre sua
genética, biologia celular, biologia molecular (Herskowits et al., 1992) e fisiologia t€m
contribuido para o entendimento da célula eucaridtica, bem como da biologia humana. Além
disso, este organismo teve o seu genoma funcional publicado (Giaever et al., 2002). Desde
muitos anos S. cerevisiae tem sido usada pelo homem para fabricagdo de pdes e bebidas
alcodlicas e atualmente, devido a sua classificacdo como organismo GRAS (Generally
Regarded as Safe), é utilizada em processos industriais. Isso s6 foi possivel devido a todo esse

tempo de aplicacio na fabricagdo de produtos de consumo humano e por ser um
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microrganismo nao-patogénico (Ostergaard et al., 2000), apesar de, em alguns casos, ser um
patégeno oportunista (Goldstein & McCusker, 2001).

Durante as duas dltimas décadas os estudos em engenharia genética t€m permitido
construir linhagens de microrganismos capazes de produzir proteinas de interesse em grandes
quantidades e de boa qualidade. S. cerevisiae é um microrganismo facilmente manipulado
geneticamente pela tecnologia do DNA recombinante e seu processo de fermentagdo ¢ bem
conhecido e estabelecido. Devido a essas vantagens e a possibilidade de se modificar as vias
metabdlicas a fim de aumentar o rendimento de producdo, muitas proteinas heterélogas sao
produzidas nesse microrganismo, dentre elas, a primeira vacina recombinante comercializada,
para hepatite B (Gellissen & Hollenberg, 1997). A expressdo heter6loga em S. cerevisiae é
facilitada, pois possui um protocolo de transformacdo simples e uma taxa de recombinacio
homdéloga muito eficiente in vivo, além de ser um dos poucos eucariotos que possui um
plasmidio natural, o 2 um, que permite a construcio de vetores para a transferéncia de genes e

sistemas de expressdo (Branddo, 1996).

6.1 Expressao de amilases em S. cerevisiae

Atualmente, as leveduras do género Saccharomyces ainda sdo as mais usadas para a
producdo de etanol devido a grande tolerancia a esse composto (Bai et al., 2008), mas sao
incapazes de usar amido como unica fonte de carbono (Ghang et al., 2007). Por isso, varios
autores t€m desenvolvido cepas de S. cerevisiae contendo genes de amilases e glicoamilases de
outros organismos, possibilitando, desta forma, que esses novos clones sejam capazes de
degradar amido para a produgfo de etanol (Steyn & Pretorius, 1991; Moraes et al., 1995; Janse
& Pretorius, 1995; Murai et al. (1999); Marin et al. (2001); Eksteen et al. (2003); Ghang et al.
(2007) e Wong et al. (2007).

Essa levedura ja foi utilizada como sistema heter6logo para expressio de amilases
oriundas de diversos organismos: Cryptococcus sp. S-2 (lefuji et al., 1996), A. oryzae (Nieto et
al., 1999), Schwanniomyces occidentalis (Kang et al., 2003) e Streptococcus bovis (Khaw et
al., 2005). A manipulacdo destas leveduras para produzir enzimas hidroliticas poderia tornar a
hidrélise do amido mais eficiente e assim melhorar o rendimento da fermentagdo alcdolica

(Marin et al., 2001).
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JUSTIFICATIVA

Com o crescente aumento da populagdo mundial, as fontes de energia ndo-renovaveis
vém se tornando escassas e, atualmente, a procura por fontes renovaveis alternativas tem sido
cada vez maior. Tais fontes sdo vistas como uma solucdo parcial a crise de energia,
principalmente, porque podem ajudar a diminuir a dependéncia do pais da importagdo do
petréleo. O etanol é uma dessas fontes renovaveis que ndo polui tanto o ambiente como 0s
combustiveis fdésseis. Com o advento e melhor familiarizacdo da tecnologia do DNA
recombinante, o uso de leveduras geneticamente modificadas para produzir etanol tem sido
uma alternativa bastante promissora.

Nesse contexto, os Laboratérios de Enzimologia (UFG e UnB) e o de Biologia
Molecular (UnB) vém desenvolvendo pesquisas no sentido de caracterizar novas amilases e
produzir novas cepas de S. cerevisiae transformadas geneticamente com genes heter6logos de
amilases. Dentre esses trabalhos, destaca-se a constru¢do de uma proteina de fusio formada
pela a-amilase de B. subtilis e a glicoamilase de A. awamori que foi expressa em S. cerevisiae,
conferindo a essa levedura geneticamente modificada a capacidade de crescer em meio
contendo amido como tunica fonte de carbono (Moraes et al., 1995). Além desse trabalho,
buscaram-se novas fontes de amilases na biodiversidade do cerrado para que novas
propriedades amiloliticas fossem exploradas. Um dos resultados dessa pesquisa foi o
isolamento de uma cepa da levedura, classificada como C. flavus, que é capaz de secretar uma
amilase que apresenta algumas propriedades importantes para aplicacdes biotecnoldgicas, tais
como: alta afinidade pelo substrato (K, = 0,056 mg/mL), temperatura 6tima de 55 °C e
termoestabilidade. A clonagem e expressdo heteréloga do gene correspondente a esta enzima é
uma etapa importante para a confirmacfo desta atividade.

A hipétese de trabalho a ser investigada é que a acdo combinada da amilase de C. flavus

com a glicoamilase de A. awamori poderd levar a uma degradacdo mais eficiente do amido.
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OBJETIVOS

1. Geral

Este trabalho tem como objetivo a clonagem e expressdao de um gene da amilase de

C. flavus (AMY1) e sua aplicacdo na degradagdo do amido.

2. Especificos

1. Clonar e caracterizar as versdes gendomica € cDNA do gene da amilase de C. flavus
(AMY1);

2. Clonar o cDNA do gene AMYI no vetor de expressdo YEp351-PGK e expressar em
S. cerevisiae CENPK2;

3. Co-expressar os genes AMYI e da glicoamilase (GA) de Aspergillus awamori em

S. cerevisiae CENPK2.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL

1. Linhagens utilizadas

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 Laboratdrio de Biologia Molecular, grupo

de Biotecnologia Molecular da Universidade de Brasilia.
1.2 Linhagens bacterianas
As linhagens de Escherichia coli utilizadas neste trabalho e seus respectivos
gendtipos estdo descritos na tabela abaixo. As linhagens celulares foram estocadas a
—80 °C em meio Luria-Bertani — LB (ver secdo de meios de cultura) contendo 25% de

glicerol estéril.

Tabela 1. Linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho e seus respectivos

genoétipos
Linhagem Genétipo Referéncia

EndAl recAl  hsdRI17

DH5a supE44 gyr A96 thi-1 relAl Sambrook & Russel (2001)
AlacU169 (¢80lacZAM15)
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) p80dlacZAM15 EPICENTRE®

EPI300 AlacX74 recAl endAl Biotechnologies

araD139 A(ara, leu)7697
galU galK A- rpsL nupG
trfA tonA
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1.3 Linhagem de Saccharomyces cerevisiae

A linhagem de S. cerevisiae utilizada neste trabalho foi a CENPK2, de genétipo
(MATa/o, ura3-52/ura3-52, leu 2-3,112/ leu 2-3, 112, trpl1-289/trp1-289, his3-1/his3-1).

2. Plasmidios utilizados

Plasmidios

Referéncia

pGEM-T (Figura 6)
YEp351-PGK (Figura 7)
YEp352-PGK (Figura 8)

pGS5 (Figura 9)

Promega

Moraes et al., 1995

Moraes et al., 1995
Moraes et al., 1995

22



(a)

Kmin 11994

Scal

1875

/ w
f [ Arn r

II | i PGEM®-T lacZ | i

| Vector T
|I | (3000bg) -
i
ori

Spe |
ot |
BstZ |

Pst |
Sall
Nele |
Sac |
Bstx |
Msi |

T aps

—
]
o

355V AD 3A

Figura 6. Representacio esquematica do mapa fisico do vetor

pGEM-T.

- EcoR1(16)
|- Suet (26)

- Aval (32)

- Kprl (32)

- Xmal (32)

- BamHI (37)
- Xbal (43)
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Figura 7. Representacao esquematica do mapa fisico do vetor de

expressao YEp351-PGK.
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Figura 8. Representacio esquematica do mapa fisico do vetor de
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Tabela 2 . Seqiiéncia dos primers utilizados em reacoes de PCR, com suas

respectivas seqiiéncias, temperaturas de anelamento e sitios de restriciao

sublinhados.
Tm
Primer Seqiiéncia (5' - 3") sitio
°O)
CFAMYS AGATCTACCATGGCTCCTGTCCGCTCCCTAG 66,1 Bglll
CFAMY3 AGATCTCTAGGAGGACCACGTAAACTC 58,7 Bglll
CFSP5 CGAATTCCTGTCTCCAGCCGAATGGCGA 88,0 EcoRI
CFAMYSEQ3 TCTGACTGCTCGGACACAAC 57,1 -
CFAMYSEQ5 CAAAGGTGCCATTGCAGTAG 54,3 -
CF5 GCTTACCACGGTTACTGG 67 -
CF3 CCACAGTGCCTCTCGGT 68 -
M13 — Universal
GTTTTCCCAGTCACGAC 52 -
Forward
M13 — Universal
CAGGAAACAGCTATGACC 54 -

Reverse

3. Meios de cultura e substratos

Os meios de cultura e algumas solucdes foram esterilizados em autoclave a 120 °C

por 20 min. As demais solugdes foram esterilizadas usando filtros de 0,22um.

Meio Luria-Bertani (MEIO LB)

Peptona caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2

Para o meio sélido foi adicionado 15g/L. de Agar bacteriol6gico

Meio SOB
Bacto-Triptona 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
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NaCl 0,0584% (p/v)
KCl1 0,0186% (p/v)
O pH foi ajustado para 7,2

Meio SOC

SOB 100 mL
Glicose 20 mM
MgCl, 5,0 mM
MgSO4 5,0 mM

As solugdes de glicose, MgCl, e MgSO,, foram preparadas em dgua bidestilada e

esterilizadas por filtragdo em membrana milipore (0,2 pm).

Meio YPD

Extrato de Levedura 1,0% (p/v)
Peptona de caseina 2,0% (p/v)
Glicose 2,0% (p/v)

A glicose foi autoclavada separadamente.

Para meio sélido foi adicionado 15g/L. de Agar bacteriol6gico

YNB 13.,4% (Sem aminoécidos)
Yeast Nitrogen Base without Amino Acids (Difco) 3,4% (p/v)

(NH4)2SO4 10% (p/v)

* Esterilizacdo feita por filtragdo em membrana milipore 0,22 pm.

Meio minimo SD (Synthetic Dextrose minimal media)

YNB 0,67%

Tampdo Acetato de Sédio 0,5M pH 5,5 50 mM

Glicose* 2% (p/v)

Quando necessdrio acrescentar os aminoacidos e bases nas seguintes concentracdes:
Uracila 0,002% (p/v)

Triptofano 0,002% (p/v)

Histidina 0,002% (p/v)

Para meio sélido foi adicionado 15g/L. de Agar bacteriolégico.
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* A glicose 2% foi substituida por amido 1% em experimentos para verificacdo da
capacidade de degradacdo do amido em meio liquido. No experimento de fermentacdo,
dos transformantes de S. cerevisiae (expressando a amilase, a glicoamilase ou as duas

enzimas simultaneamente).

Meio SDA ( Synthetic Dextrose Agar minimal médium)

Para deteccdo de atividade amilolitica o meio SD foi acrescido dos complementos
necessdrios e de:
Amido soldvel 1%

Suplementos apropriados para cada transformante de S. cerevisiae (ver acima)

Meio de inducio de amilase (SSM, Synthetic Starch medium)
Amido solivel 2% (p/v)

Fonte de Nitrogénio ok

** Foram utilizadas uma dessas fontes de nitrogénio; YNB 0,67% (p/v), YNB 1,34%
(p/v), Extrato de levedura 1,34%, Uréia 1,34% (p/v), Sulfato de amonio 1,34% (p/v),
extrato de levedura 0,67% (p/v) + uréia 0,67% (p/v) e extrato de levedura 0,67% (p/v) +
sulfato de amonio 0,67% (p/v).

4. Solucoes e Tampoes

Todos os reagentes e dguas utilizados no preparo de solugdes para uso em
experimentos com RNA estavam em condi¢des livres de RNAse preparados conforme
descrito por Sambrook & Russel (2001).

4.1 Dosagem de atividade amilolitica

TAMPAO ACETATO DE SODIO 0.,5M — pH 5.5
Acetato de Sédio 41g

Agua destilada (q.s.p) 1L

* corrige o pH para 5,5 com Acido acético glacial
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ACIDO ACETICO 1M

Acido acético glacial (PA) 2,9 mL

Agua destilada (q.s.p) 50 mL

REAGENTE FUWA

Iodo (1) 1% (p/v) diluido em etanol 100%
Iodeto de potassio (KI) 10% (p/v)

A solugdo de uso é I,/KI/H,O 1:1:3

Amido (Sigma) solavel 0.5%

0,5 g de amido foi pesado e dissolvido em aproximadamente 80 mL de dgua
destilada. Em seguida foi aquecida em forno microondas até se tornar transparente sem
entrar em ebuli¢do. Usando uma proveta, o volume foi completado para 100 mL com
dgua destilada. Logo apds esse procedimento, a solugdo foi deixada a temperatura

ambiente.

4.2 Analise de proteinas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

ACRILAMIDA:BIS ACRILAMIDA (39:1)

Acrilamida 39g
Bis-acrilamida lg
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

A solugdo foi filtrada em papel de filtro e estocada ao abrigo da luz a 4 °C.

TRIS-HCL 1.5M pH 8.8
TRIS 182 ¢
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

O pH foi ajustado com HCL fumegante

TRIS-HCL 1M pH 6.8
TRIS 12,1 ¢g
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

O pH foi ajustado com HCL fumegante
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SDS 10% (p/v
SDS lg
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

PERSSULFATO DE AMONIO (P.A) 10% (p/v)
P.A lg
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

O P.A foi dissolvido em dgua e estocado a - 20 °C.

ACIDO TRICLOROACETICO (TCA)

Um volume de 1 mL de dgua destilada foi adicionado a 50 g de é4cido

tricloroacético. Apéds todo o acido ser dissolvido, adicionou-se agua destilada suficiente

para um volume final de 50 mL e a solugdo obtida foi estocada a 4 °C.

TAMPAO DE AMOSTRA DESNATURANTE (5X)

Tris-HC1 1 M pH 6,8 60 mM
SDS 10% (p/v) 2%
-Mercaptoetanol 14,4 mM
Glicerol 50% 25%
Azul de bromofenol 0,1%
Agua destilada (q.s.p) 10 mL

TAMPAO DE AMOSTRA NAO DESNATURANTE (5X)

Tris-HCI1 1M pH 6,8 312,5 mM
Glicerol 50%

Azul de bromofenol 0,05%
Agua destilada (q.s.p) 10 mL

TAMPAO DE CORRIDA — TRIS-GLICINA 5X (ESTOQUE)

Tris 16,7 g
Glicina 1045 ¢
Agua destilada (q.s.p.) 1000 mL

No momento do uso, foi adicionado SDS para a concentracao final de 0,1%.
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MARCADOR DE MASSA MOLECULAR PARA PROTEINAS

Foram utilizados os seguintes marcadores: 10 kDa Protein ladder (Gibco BRL),
SDS-6H2 (Sigma) e Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life
Science). Todos esses marcadores foram previamente fervidos por 5 minutos antes de

ser aplicado no pogo.

4.2.1 Revelacao das proteinas com corante Comassie blue

SOLUCAO CORANTE

Comassie blue 05¢g
Metanol (99,8%) 225 mL
Acido acético glacial (99,7%) 50 mL
Agua destilada (q.s.p) 500 mL

SOLUCAO DESCORANTE PARA “COOMASSIE BLUE”

Metanol (99,8%) 30 mL
Acido acético glacial (99,7%) 7 mL
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

4.2.2 Revelacao das proteinas por coloracao com nitrato de prata

SOLUCAO DE FIXACAO

Metanol (99,8%) 500 mL
Acido Acético Glacial 120 mL
Formaldeido (36,5 a 38%) 1 mL
Agua destilada (q.s.p) 1000 mL
SOLUCAO DE LAVAGEM

Etanol (99,8%) 500 mL
Agua destilada (q.s.p) 1000 mL
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SOLUCAO DE PRE-TRATAMENTQ

Tiossulfato de Sédio 20 mg
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

Preparo no momento do uso.

SOLUCAO DE IMPREGNACAO COM PRATA

Nitrato de Prata 02¢g
Formaldeido (36,5% a 38%) 75 UL
Agua destilada (q.s.p) 100 mL
SOLUCAO DE REVELACAO

Carbonato de Sédio (estoque) 6,0%

A solugdo reveladora foi preparada misturando-se 98 mL da solucdo estoque de
carbonato de sédio com 2 mL da solugéo de tratamento e adicionando 0,05% de

formaldeido a 37% e tiossulfato de s6dio 4mg/mL.

SOLUCAO DE PARADA

Metanol (P.A) 500 mL
Acido Acético Glacial (P.A) 120 mL

Agua destilada (q.s.p) 1000 mL

SOLUCAO DESCORANTE PARA PRATA

Ferrocianeto de Potdssio 1,56 g
Tiossulfato de Sédio 0,61g
Carbonato de Sdodio 0,33 ¢g
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

4.3 Extracao de DNA de levedura

TAMPAO SE
Sorbitol 0,9 M
EDTA 100 mM

O pH foi ajustado para 7,5

31



SOLUCAO DE NOVOZIMA

Novozima 100 mg/mL em dgua

SOLUCAO TE,,
Tris-HCL 10 mM pH 7,5
EDTA 20 mM

SOLUCAO DE EQUILIBRIO

Tris-HCL (pH 8,5) 100 mM
NaCL 100 mM
CLOROFANE

Fenol 1,0v
Cloroférmio 1,0v
8-Hidroxiquinolina 0,05%
B-mercaptoetanol 0,50%

Homogeneizar repetidas vezes com solugdo de equilibrio

SOLUCAO TE
Tris-HCL (pH 7.5) 10 mM
EDTA 1 mM

4.4 Extracao de DNA plasmidial

SOLUCAO ESTOQUE DE AMPICILINA 500X

Ampicilina 10 mg
Agua destilada 100 mL

Esterilizar por filtracdo

SOLUCAO I
Tris-HCL (pH 8,0) 25 mM
EDTA 10 mM

Glicose 50 mM



SOLUCAO I
NaOH 02M

SDS 1,0% (p/v)

Preparada no momento do uso.

SOLUCAO 111

Acetato de Sodio 3,0M
Acido acético 2,0M
SOLUCAO RNAse A

RNAseA 4 mg/mL

A solucado foi preparada em dgua deionizada e aquecida por 100 °C. A solucao foi

estocada a — 20 °C.

4.5 Analise de acidos nucléicos em gel de agarose

SOLUCAO DE BROMETO DE ETIDIO
Brometo de Etideo 1,0% (p/v)
H,O0 destilada (q.s.p) 100mL

TAMPAO DE CORRIDA PARA GEL DE AGAROSE-TEB (10X)

Trizma base 0,89 M
Acido Bérico 0,89 M
EDTA 0,08 M
Ajustar o pH para 8,4

TAMPAO DE AMOSTRA PARA GEL DE AGAROSE (10X)

TEB 20X 50% (vIv)
Glicerol 30% (vIv)
Azul de bromofenol 0,25% (p/v)
Xilenocianol 0,25% (p/v)
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4.6 Transformacao rapida de levedura em fase estacionaria

TAMPAOQ One-step

Acetato de Litio * 0,2 M
PEG 3350 (p/v)** 40%
DTT* 100 mM

* filtrado com filtros de 0,22 pum, ** autoclavado

METODOS

1. Manutencio da levedura e condicoes de cultura

A linhagem selvagem da levedura C. flavus foi semeada e mantida em YPD-
Agar, temperatura ambiente, com a finalidade de se obter coldnias isoladas durante 72
horas. Para o crescimento em culturas liquidas, foram inoculadas coldnias isoladas em
YPD, crescidas a 28 °C e rotagdo de 200 rpm até atingir a ODgoy desejada. Para a
extragdo de RNA da levedura C. flavus, as células crescidas previamente em meio YPD
foram lavadas duas vezes com 4gua destilada estéril gelada antes de serem inoculadas
no meio de indugdo (SSM). As culturas de indugdo foram crescidas a 28 °C sob
agitacdo de 200 rpm durante 48 horas.

Para detec¢io de atividade amilolitica, as linhagens recombinantes de
S. cerevisiae e selvagem de C. flavus foram cultivadas em meio minimo SD com os
suplementos apropriados. Este mesmo meio acrescido de glicerol na concentracdo final

de 25% estéril foi utilizado para a manutengdo desses clones a — 80 °C.

2. Producao da amilase nativa de C. flavus (Amy1)

O experimento de producdo enzimdtica iniciou-se com o pré-crescimento da
levedura em meio YPD durante 48 horas. Antes da adi¢do do pré-indculo em cada meio
de inducdo, a cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 min, as células foram lavadas
duas vezes com &4gua destilada estéril, ressuspendidas em 4gua destilada estéril e a
concentracdo celular foi determinada través da medida de ODggo. Foi adicionada uma

quantidade de células para uma ODgy = 1,0 no meio de inducdo (Parachin, 2006). Seis
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diferentes fontes de nitrogénio foram testadas: YNB 1,34% (p/v), Extrato de levedura
1,34% (p/v), Uréia 1,34% (p/v), sulfato de amdnio 1,34% (p/v), extrato de levedura
0,67% (p/v) e uréia 0,67% (p/v) (1:1) e extrato de levedura 0,67% (p/v) e sulfato de
amonio 0,67% (p/v) (1:1).

O cultivo foi realizado em shaker a 28 °C, sob agitacdo (200 rpm) até 120 horas.
Em intervalos de 24 horas, aliquotas de 2 mL da cultura foram retiradas para verificar o
crescimento celular (ODgo) e em seguida a amostra foi centrifugada a 5000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante foi analisado quanto a atividade amilolitica pelo teste de
Fuwa (1954).

Para o experimento de produc@o enzimadtica para a purificacdo da amilase, uma
curva de crescimento da levedura C. flavus foi feita durante 30 horas de crescimento,
onde a cada 3 horas, 2 mL da cultura foram retirados para dosar o crescimento celular e

atividade enzimatica conforme descrito anteriormente.

3. Purificacao da Amy1l

3.1 Cromatografia por troca ionica.

A primeira etapa de purificacdo da Amy1 consistiu em dialisar o sobrenadante
obtido no item 2 contra dgua destilada por aproximadamente 10 horas, a 4 °C. Apos
dialisado o sobrenadante foi congelado e liofilizado. Apds liofilizado, cada 4 gramas de
material foi solubilizado em 50 mL de tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 5,5,
contendo 1 mM de CaCl,. Esta amostra foi aplicada em uma coluna (3,0 x 24cm) de
cromatografia de troca i0nica, Q-sepharose Fast Flow Anion Exchanger (Sigma) com
um fluxo de 60 mL/h. As amostras contendo proteinas que ndo ligaram na coluna foram
coletadas em um becker e usadas para a determinacdo da atividade amilolitica. Em
seguida, a coluna foi lavada com 200 mL de tampao acetato de sédio S0 mM contendo 1
mM CaCl; e 0,02% (p/v) de azida sddica sob fluxo de 60 mL/h. Apds a lavagem da
coluna foi aplicado um gradiente de NaCl de 0 a 0,5M. Fracdes de 1,5 mL foram
coletadas e utilizadas para determinagdo de proteinas (absorbancia 280nm) e atividade
amilolitica. As fracdes contendo atividade de amilase foram reunidas, dialisadas,
congeladas e concentradas por liofilizacdo. Para a amilase nativa e recombinante o
gradiente de NaCl foi aplicado a partir do tubo que se detectou a atividade amilolitica

pelo método de Fuwa (1954).

35



3.2 Cromatografia por filtracao em gel

Aproximadamente SO0uUL da amostra obtida na etapa anterior foram aplicados
em uma coluna de filtragdo em gel, Sephacryl S-100 (1,5 x 48cm) High Resolution
(Pharmacia). As proteinas foram eluidas com tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,5,
contendo 1 mM de CaCl, e 100 mM de NaCl, com um fluxo de 20 mL/h. Fra¢ées de 1,0
mL foram coletadas e utilizadas para determinacdo de proteinas (absorbancia 280nm) e
atividade amilolitica (Fuwa, 1954). As fracdes contendo atividade enzimética foram
reunidas, dialisadas, congeladas, concentradas por liofilizagdo e estocadas a -20°C, até

serem utilizadas.

4. Determinacao de proteinas
A concentragdo de proteina nas amostras foi determinada pelo método de

Bradford (1976).

5. Preparo das amostras para SDS-PAGE

As amostras protéicas obtidas durante as etapas de purificacdo da amilase nativa
de C. flavus para visualizacdo em gel SDS-PAGE, foram liofilizadas em tubos
Eppendorfs de 1,5 mL de forma que a quantidade de amostra aplicada fosse de
aproximadamente 30 pg de proteina/poco. Em relagdo a amilase recombinante,
aproximadamente 5 mL da cultura do sobrenadante e 1-2 mL do eluido das etapas
cromatograficas foram liofilizados em tubos Falcon de 15 mL para visualizacdo em
SDS-PAGE. Todas as amostras foram ressuspendidas em tampao desnaturante. Em
seguida as amostras foram fervidas por cinco minutos, aplicadas no gel ou estocadas a

-20 °C.
6. Analise das proteinas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A andlise do grau de pureza das amostras foi feita utilizando um sistema de
eletroforese (Mini-Gel, Sigma) em gel de poliacrilamida (12%) em condi¢des

desnaturantes (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970). A corrida foi

realizada utilizando-se uma voltagem de aproximadamente 80 V até as amostras
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entrarem no gel separador e posteriormente a voltagem foi aumentada para 100 V até o

final da corrida.

7. Técnicas de coloracao do gel

7.1 Coloracao com nitrato de prata

Ao término da corrida eletroforética, as proteinas presentes no gel foram
visualizadas utilizando-se o método de coloracio com nitrato de prata, conforme
descrito por Blum ef al. (1987). Brevemente, apds a corrida, o gel foi incubado, sob
agitacdo constante, durante 1 hora na solugdo fixadora. Em seguida, o gel foi incubado
na solug@o de lavagem durante 20 min. Apos repetir o procedimento de lavagem trés
vezes, o gel foi incubado na solugdo de tratamento durante 1 min, seguindo-se de
3 lavagens com dgua destilada durante 30 segundos cada. Ao término das lavagens, o
gel foi incubado durante 20 min na solucio de equilibrio. Novamente, o gel foi lavado
com 4agua destilada duas vezes de 20 segundos cada e revelado com a solucdo de
revelacdo. A reacdo foi interrompida, apds o aparecimento das bandas, transferindo-se o

gel para a solugdo de parada.

7. 2 Coloracao com comassie Brillant Blue G-250

As bandas protéicas presentes no gel foram visualizadas apds incubag@o deste
durante 1 hora, sob agitagdo, na solugdo corante preparada com Coomassie Brillant
Blue G-250 seguida pela descoloragdo, incubando o gel sob agitacdo durante 30 min, ou

durante a noite quando necessario, sob agitacdo, na solugdo descorante.

8. Deteccao de atividade amilolitica em gel de poliacrilamida —Zimograma.

Para determinag@o de atividade em gel de poliacrilamida (12%) as condicdes de
corrida do gel foram as mesmas descritas no item 6, exceto que o tampao de amostra
ndo continha -mercaptoetanol. Apds a corrida, o gel foi incubado com tamp@o acetato
de sédio (50 mM, pH 5.5) por uma hora. Em seguida, o gel foi transferido para um
recipiente contendo uma soluc¢do de amido (0,5%) dissolvido no tampdo acetato 50 mM,

pH 5,5 e incubado por 12 horas a 4 °C . Apds esse periodo, o gel foi incubado por duas
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horas a temperatura de 37 °C e revelado com uma solu¢do de iodo-iodeto para

visualiza¢do das bandas de degradacdo do amido (Lacks & Springhorn, 1980).

9. Seqiienciamento N-terminal da Amy1

Aproximadamente 50 pg da amilase nativa purificada ressuspendida em 4dgua
MilliQ foi usada para digestdo com tripsina e os peptideos gerados tiveram suas massas

determinadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.

10. Extracao de DNA total de levedura

A levedura C. flavus foi crescida até saturacdo em 40 mL de meio YPD em um
frasco de 250 mL. As células foram coletadas por centrifugacdo a 3000 x g durante 5
min a temperatura ambiente e ressuspendidas em 3 mL de tampao SE. Em seguida foi
adicionado 100 puL de solugdo de novozima (100 mg/mL) sendo a suspensdo de células
incubada a 37 °C. Apds 60 min de incubagdo, a suspensdo foi centrifugada a 3000 x g
durante 5 min e as células ressuspendidas em 3 mL de TEy. A seguir foi adicionado
0,5 mL de SDS 10% sendo agitado gentilmente e incubado a 65 °C durante 30 min. Ao
final do periodo de incubacdo foi adicionado 1,5 mL de acetato de potissio 5SM, e a
suspensdo incubada no gelo. Apds 30 min a suspensdo foi centrifugada a 10.000 x g
durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante resultante da centrifugagdo foi transferido para
um tubo de centrifuga. Adicionou-se 1 volume de clorofane e misturou-se por inversio
vdrias vezes. A mistura foi centrifugada a 3.000 x g durante 10 min sendo a fase aquosa
transferida para um tubo de centrifuga limpo. A precipitagdo do DNA se deu por adi¢do
de 2,5 volumes de etanol 100% sendo a amostra incubada a temperatura ambiente. Apds
5 min, a amostra foi centrifugada a 10.000 x g durante 15 min a 4 °C. O precipitado foi
lavado com 5 mL de etanol 70% e centrifugado a 10.000 x g durante 5 min. Apds secar,
foi ressuspendido em 200 pL de TE acrescido de 4 pL. RNAse A 4 mg/mL. O DNA foi

quantificado em gel de agarose 0,8% e estocado a -4 °C.
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11. Extracao de RNA total

Para a extracdo do RNA total da levedura C. flavus foi empregado o reagente
TRIzol® (Invitrogen™). Um clone da levedura que estava expressando amilase foi
crescido durante 48 h em meio de inducdo SSM e posteriormente a cultura foi
centrifugada a 5000 rpm durante 15 min. Em seguida, 300 mg do pellet foi transferido
para um tubo Eppendorf de 1,5 mL, adicionou-se 1 mL do reagente TRIzol ao tubo e o
pellet foi homogeneizado até sua completa solubilizacdo. Apds esse procedimento, cada
amostra foi transferida para outro tubo Eppendorf contendo bolinhas de vidro (glass
beads) até a marca de 100 uL do préprio tubo. Em seguida, cada tubo Eppendorf foi
vedado com Parafilm e submetido agitacdo vigorosa durante 30 minutos. Logo apds
esse procedimento, cada amostra foi centrifugada a 5000 rpm durante 15 minutos. A
fase aquosa foi transferida para um tubo Eppendorf novo de 1,5 mL e adicionou-se 0,5
mL de isopropanol (0,5 mL de isopropanol para cada 1 mL de TRizol). Apds 10
minutos de incubag@o a temperatura ambiente, a amostra foi centrifugada a 12000 x g
por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com
1 mL de etanol 75%. Em seguida, a amostra foi centrifugada por 7500 x g por 5 minutos
a 4°C. O precipitado foi deixado na bancada até secar sendo ressuspendido em 200pL

de 4gua tratada com DEPC.
12. Sintese de cDNA- Transcri¢cao Reversa
A sintese do cDNA foi realizada, utilizando-se o Kit comercial Superscript® II1

First-strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), catdlogo n° 18080-093. Cada

reacdo foi preparada usando os seguintes componentes:

e RNA 2,0 ug
e dNTP(10 mM) 1,0 uL.
e OligodT 1,0 uL
e H,O para o volume final de 13 pL.

Cada reacdo foi incubada a 65 °C. Apds 5 minutos as reagdes foram colocadas no gelo

durante um minuto para a adicdo do tampdo 5X da reacdo da transcriptase reversa
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(contendo MgCl,), DTT 0,1M, solucdo RNAse Out e Superscript III. Em seguida, as
reacdes foram incubadas a 50 °C por 50 minutos. A transcri¢do reversa foi inibida
aumentando-se a temperatura para 70 °C. Apds 15 min, as reacdes foram incubadas
novamente no gelo seguindo-se de uma rapida centrifugacio e tratamento com RNAse
H a 37 °C durante 20 minutos. Foram utilizados 2 puL da reacdo de transcri¢do reversa

como molde para as reagdes da PCR.

13. PCR

Os primers utilizados, apresentados na tabela 2, foram ressuspendidos em dgua
MilliQ ou tampao Tris-HCl 4mM, pH 8,0,. As reacdes de PCR contendo 20 ng de DNA
gendmico da C. flavus ou Ing de DNA plasmidial (como molde), dNTPs 0,2 mM,
tampao da Tag DNA polimerase, MgCl, 2-3 mM, Taqg DNA polimerase 1U
(CENBIOT), 10 pmol dos primers 5' e 3' em um volume final de S0uL, foram realizadas
nas seguintes condicdes: (94 °C/1min), anelamento (50 a 55°C/1 min), extensdo (72
°C/1,5 min), extensao final (72°C/5min), por 30 ciclos de
desnaturacdo/anelamento/extensdo. As reagdes de RT-PCR foram realizadas usando Tgo
DNA polymerase (Roche Molecular Biochemicals). Outras reacdes de PCR com
Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen) e Platinum® Pfx DNA polymerase
Amplification System (Invitrogen) foram realizadas de acordo com as recomendagdes

do fabricante.
14. Purificacio dos produtos de PCR

Para purificagdo dos produtos de PCR foram utilizados os kits QIAquick PCR
Purification kit (Qiagen) ou Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante
15. Analise de acidos nucléicos em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para andlise e avaliagdo do

tamanho dos fragmentos de DNA, conforme descrito por Azevedo et al. (2003). A

agarose foi preparada em uma solugéo tampao TEB (Tris-Borato 45 mM, EDTA ImM
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pH 8,2) ou TAE (Tris-Acetato 40Mm, EDTA 1Mm pH 8,5) em concentracio de 0,8 ou
1%.

Como marcadores moleculares para DNA foram utilizados 1 Kb plus DNA
ladder, 1 Kb ladder (Invitrogen, New England Biolabs ou Promega), 100 bp DNA
ladder (Promega), DNA de fago A digerido com EcoRI e Hind 1l ou DNA de fago A
digerido com BstE 1I.

15.1 Purificacio de fragmentos de DNA

A regido do gel que continha o fragmento de interesse foi excisada e submetida
a purificacdo utilizando os seguintes kits QIAEX II (Qiagen), Concert Rapid Gel
Extraction System (Gibco), Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e
lllustra GFX"' PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) ou ainda pelo
protocolo GeneClean modificado: a porcdo retirada do gel foi pesada, e adicionou-se
solugdo de iodeto de sédio 6M, na propor¢ido de 300 pL por 100mg de gel, e incubou-se
a 55 °C agitando-se freqiientemente até a completa dissolucdo da agarose. Adicionou-se
posteriormente 5 pL de solucdo glassmilk (silica em dgua na propor¢do 1:1 v/v), e
agitou-se no vortex até homogenizacdo. O tubo foi incubado no gelo por 5 min e
centrifugado a 10.000 x g por 30s. O precipitado foi ressuspendido em 500 pL de
solu¢do de iodeto de sédio e novamente centrifugado a 10.000 x g por 30s e o
precipitado ressuspendido em 250 pL. de solucdo de iodeto de sddio e centrifugado a
10.000 x g por 30s. Em seguida o precipitado foi lavado trés vezes, em cada vez o pellet
foi ressuspendido com 300 pL. de solu¢do New Wash (Etanol 50%: NaCl 0,1M; Tris
10 mM, pH 7.,5; EDTA 1 mM), agitado no vortex e centrifugado a 10.000 por 30s. Apds
a ultima lavagem, o precipitado foi ressuspendido em 10 pL. de TE ( Tris-HCI 25 mM,
pH 8,0; EDTA 10mM, pH 8,0) e incubado a 55 °C por 3 min, e centrifugado a 10.000 x
g por 30s para recuperacio do DNA. O sobrenadante foi reservado e o precipitado foi
novamente ressuspendido em 10 pL. de TE, incubado a 55 °C por 3 min e depois
centrifugado. Juntou-se os dois sobrenadantes e centrifugou-se novamente a 10.000 x g

por 1 minuto para assegurar a inexisté€ncia de silica e 0o DNA foi estocado a — 20 °C.
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16. Digestao de DNA com enzimas de restriciao

As digestdes de moléculas de DNA com enzimas de restrigcdo foram realizadas
em sistemas de 10 a 100 pl durante, 1 a 16 h, de acordo com as condi¢des indicadas
pelos fabricantes (tampdo, BSA e temperatura) utilizando-se 10 a 20 U de enzima para

cada 1 pg de DNA.

16.1 Purificacio do sistema de digestao

O volume do sistema de digestao foi ajustado para 100 pL, adicionado 100 pL
de clorofane (fenol:cloroférmio, 1:1, pH 6,0), agitado vigorosamente no vortex durante
3 min e centrifugado a 2.300 x g por 5 min. A fase aquosa foi coletada em um novo
tubo e o procedimento foi repetido. Depois de coletar a fase aquosa foram adicionados 5
pL de glicogénio 20 mg/mL, 0,1 volume de NaCl 3M e 2,5 volumes de etanol 100%
gelado, a mistura foi agitada no vortex e mantida a — 20 °C por pelo menos 1 h.
O sistema foi centrifugado a 12.000 x g por 45 min a 4°C, o sobrenadante e ao
precipitado foi adicionado 500 pL de etanol 70% v/v e outra vez centrifugado a 12.000
x g por 15 min a 4 °C. O precipitado depois de seco foi ressuspendido em agua MilliQ

em um volume variando de 10-20 pL.

17. Defosforilacao de vetor linearizado

Os vetores linearizados com apenas uma enzima foram defosforilados com a
enzima fosfatase alcalina de camardo (SAP) da USB Corporation. O sistema de
defosforilag@o contendo 500 ng de vetor, 1U da SAP e tampao, foi incubado a 37 °C por

1 h, e a seguir para inativa¢do da enzima, a 65 °C por 30 min.

18. Ligacao dos fragmentos de DNA

Nos sistemas de ligacdo, as concentracdes de DNA (razdo molar vetor:inserto)
variaram entre 1:3 e 1:5. O sistema foi incubado por pelo menos 14 h de acordo com a
ligase utilizada, a 16 °C quando o sistema de ligacdo era composto pela T4 DNA ligase
fornecida pela New England Biolabs Inc ou USB (USB Corporation), ou a 4 °C quando
a T4 DNA ligase utilizada era originada do Kit do pGEM-T System I (Promega). A
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quantidade de T4 DNA ligase para cada sistema de ligag¢do foi feita de acordo com as

recomendacdes de cada fabricante.

19. Seqiienciamento de DNA e analise in silico

As reacOes de seqiienciamento foram realizadas com 100 a 200 ng de
plasmidios, quantificados por espectrofotometria utilizando o GeneQuant RNA/DNA
Calculator pro (Biochrom, UK) e analisados no seqiienciador automatico MegaBACE
1000 (Amersham Biosciences®), utilizando-se o kit MegaBACE Dye Terminator. A
qualidade do seqiienciamento foi realizada pelos programas PHRED e PHRAD
(http://adenina.biomol.unb.br/phph) e a andlise das seqiiéncias foi feita por comparagdo
com as seqiiéncias depositadas em bancos de dados, com o auxilio do programa BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Altschul et al., 1990).

Os sitios putativos de N-glicosilagdo foram preditos usando o programa NetNglyc 1.0
server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). O programa Compute Pi/Mw tool
(http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html) foi usado para o cdlculo da massa molecular
da amilase. Os alinhamentos das seqiiéncias foram realizados utilizando o programa
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Para andlise de restricdo de seqii€ncias foi
usado 0 programa NEBcutter v.2.0 disponivel na internet

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).

20. Transformacao de E. coli

20.1 Choque térmico

O preparo de células de E. coli competentes para choque térmico foi realizado
conforme descrito por Cohen et al. (1972) com modificacdes. As células de E. coli
foram inoculadas em 5 mL de meio LB e incubadas a 37 °C durante a noite sob agitacdo
(250 rpm). Em seguida 1 mL do pré-in6culo foi adicionado a 30 mL de meio LB e a
cultura de células incubada a 37 °C sob agitagdo (250 rpm) até atingir a ODggy de 0,3.
As células foram entdo coletadas por centrifugagdo durante 10 minutos a 4 °C,
velocidade de 3.000 x g. O sedimento resultante da centrifugacio foi ressuspendido em

10 mL de CaCl, 100 mM e recentrifugado nas condi¢cdes anteriores. As células foram
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entdo ressuspendidas em 1 mL de CaCl, 100 mM contendo 15% de glicerol e
aliquotadas em volumes de 100 pL para posterior estocagem a —80°C.

Uma aliquota de 100 pL de células competentes foi descongelada e a seguir
acrescentada de no maximo 1/10 do volume de DNA e incubado no gelo. Apds
30 minutos de incubacio no gelo, o sistema de transformacao foi submetido ao choque
térmico a 37 °C durante 5 minutos ou a 42 °C durante 90 segundos. A seguir foi
adicionado 1 mL de meio LB e o sistema incubado a 37 °C por 1 hora. As células foram
semeadas variando o volume de 50 a 200 pL por placas de Petri contendo 20 mL de
meio LB 4gar com ampicilina (100 pg/mL), X-gal 2% e IPTG 10 mM quando

necessario.

20.2 Eletroporacao

As células bacterianas da linhagem escolhida foram crescidas durante a noite em
50 mL de meio SOB a 37 °C sob agitacao de 150 rpm. No dia seguinte, 500 uL de
cultura foram diluidos em 200 mL de meio SOB seguido de incubacdo nas mesmas
condicdes descritas anteriormente até que se atingisse uma ODgg de 0,8. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 3.000 x g durante 10 min a 4 °C e o precipitado
ressuspendido em 40 mL de glicerol 10% estéril e gelado. Esse procedimento foi
repetido por mais duas vezes. Ao final, as células foram ressupendidas em 1 mL de
glicerol 10% sendo feitas aliquotas de 100 pUL e estocadas a —80 °C. Uma aliquota de
100 pL foi utilizada para 10 puL de sistema de ligagdo. O sistema de transformacédo
permaneceu durante 20 minutos no gelo sendo posteriormente colocadas na cubeta de
eletroporacdo previamente resfriada para a realizacdo do choque elétrico. O pulso
elétrico foi feito sob os seguintes parametros: 25 uF, 200 Q e 2,5 KV. As células foram
removidas da cubeta, utilizando-se 3 mL de meio SOC. Apds 1 hora a 37 °C, sob
agitacdo de 150 rpm, as células foram semeadas variando o volume de 50 a 200 pL em
placas de Petri contendo 20 mL de meio LB 4gar com ampicilina (100 pg/mL), X-Gal
2% e 10 mM de IPTG quando necessério.
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21. Mini-preparacao de plasmidios por lise alcalina

Uma coldnia bacteriana foi inoculada em 5 mL de meio LB com 100 pg/mL de
ampicilina e crescida por 16-18 horas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm. As células de
3 mL de cultura foram sedimentadas a 10.000 x g durante 2 min e ressuspendidas em
200 pL de TE. Em seguida foi adicionado 360 puL de solugdo II sendo a suspensdo
homogeneizada por inversdo do tubo e incubada a temperatura ambiente. Apds 5 min
foram adicionados 300 pl de solugdo III sendo o tubo invertido vérias vezes e incubado
no gelo durante 5 min. Em seguida a amostra foi centrifugada a 10.000 x g durante
5 min e o sobrenadante transferido para um tubo contendo 750 pl de isopropanol. A
solugdo foi homogeneizada por inversdo e centrifugada a 10.000 x g durante 5 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 pL de TE
contendo 4 pL. de RNAse 4 mg/mL. Apds 30 min de incubacdo a 37 °C, foram
adicionados 110 pL de acetato de amodnio 7,5 M e misturado vigorosamente durante 5
min. Em seguida a solucdo foi centrifugada a 10.000 x g durante 10 min, o
sobrenadante transferido para outro tubo e adicionado 750 pl de etanol 100% gelado. A
mistura foi centrifugada a 10.000 x g durante 5 min. O sedimento foi lavado com 1 mL
de etanol 70% gelado e centrifugado a 10.000 x g durante 5 min. Apds secar na bancada

o sedimento foi ressuspendido em 30ul de dgua.

22. Midi-preparacao de plasmidios

Para realizar a purificacdo de plasmidios em média escala, 50 mL de cultura, foi
utilizado o método acima descrito, ajustando-se os volumes dos reagentes; 2 mL de TE,
3,6 mL de solucdo II, 3 mL da solucdo III, 1,1 mL de acetato de amdnio, 7,5 mL de
etanol 100% gelado e lavagem com 2 mL de etanol 70% gelado. Apds secar na bancada
o sedimento foi ressuspendido em 100-150 pL de dgua. Alternativamente foi utilizado o

Kit comercial Plasmidial Midi Kit (Qiagen).

23. Transformacio rapida de levedura em fase estacionaria

A introdugdo de plasmidios em leveduras foi realizada utilizando o protocolo

descrito por Chen et al. (1992). As células da levedura S. cerevisiae foram crescidas a
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30 °C sob a agitagdo de 200 rpm. Apés atingir a fase estaciondria, aproximadamente 18
horas de crescimento, 200 puL da cultura de células foram coletadas e centrifugados a
10.000 x g durante 10 segundos. O sedimento foi ressuspendido em tampao One Step ao
qual foram adicionados de 50 a 100 ng de DNA plasmidial para um volume final de 100
UL. As células foram incubadas a 45 °C durante 1 hora e semeadas em meio minimo

SD. As placas foram incubadas na estufa a 30 °C durante no minimo 48 h.

24. Selecao de clones recombinantes

As colonias de S. cerevisiae obtidas na transformacdo foram aleatoriamente
selecionadas e transferidas para uma placa de Petri contendo meio minimo SDA para
detec¢do de atividade em placa. As placas foram incubadas na estufa a 30 °C durante no
minimo 48 horas. As placas foram invertidas e coradas com vapor de iodo e os possiveis
clones positivos foram selecionados de acordo com a formacdo do halo de hidrélise ndo
corado. Como controle negativo da expressao enzimatica, células de S. cerevisiae foram

transformadas com plasmidio vazio.

25. Determinacao da atividade amilolitica

A atividade amilolitica foi determinada por dois métodos diferentes, utilizando
amido como substrato. O primeiro denominado de atividade dextrinizante, baseia-se na
variagdo da intensidade da cor do complexo iodo-amido (Fuwa, 1954). O segundo
denominado de método sacarificante, baseia-se na producdo de agtcares redutores

(Bernfeld, 1955).

25.1 Atividade amilolitica dextrinizante

Para a determinacdo da atividade enzimdtica em solugfo, a reacdo consiste em
acrescentar 60 UL de solucdo de enzima pura ou sobrenadante e 40 uL de tampdo
acetato de s6dio 0,5M pH 5,5 em 100 pL. de uma solugdo de amido 0,5% (p/v). Essa
mistura foi incubada a 40 °C por 30 min. A reacdo foi entdo interrompida com a adi¢do
de 200 pL da solucdo de acido acético 1M e corada com 200 pUL de uma solugdo de

iodo/iodeto (Iodo 1% (p/v) dissolvido em etanol. O volume da reagdo foi completado

para 10 mL com 4gua destilada, homogeneizado, e a absorbancia
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determinada a 660 nm. A quantidade de amido consumido € calculada de acordo com
uma curva padrdo preparada com concentragdes crescentes de amido soldvel de 0-5
mg/mL. A atividade amilolitica foi monitorada pela degradagcdo 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.

25.2 Atividade amilolitica sacarificante

A 40 pL de tampao acetato de sddio (0,5M, pH 5,5), foram adicionados 60 pL
de amostra enzimdtica e 100 pL de solucdo de amido 0.5% (p/v). A mistura foi
incubada a 40°C por 12 horas. Apds este tempo, 100 UL da mistura de reacdo foram
coletadas e adicionadas em tubo de ensaio contendo 1,0 mL do reagente acido
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). A mistura foi fervida por 5 minutos em banho-
maria a 96°C e a absorbancia determinada a 550nm. Para os demais experimentos, a
200 uL da amostra (sobrenadante da cultura) foi adicionado 1 mL do reagente DNS. Em
seguida essa mistura foi fervida por 5 minutos e apds o resfriamento adicionou-se 7 mL
de 4gua destilada. A leitura da amostra foi determinada pela absorbancia a 550 nm. A
quantidade de agucares redutores formados foi calculada de acordo com uma curva
padrdo de glicose ou maltose. Uma unidade (U) de atividade sacarificante foi definida

como a quantidade de enzima que libera 1mg de agtcar redutor por minuto de reacdo

(Bernfeld, 1955).

26. Determinacao da concentracao de glicose
A concentragdo de glicose no sobrenadante da cultura de S. cerevisiae CENPK2
foi determinada usando o kit de dosagem de glicose “GLUCOX 500” (Doles) de acordo

com as recomendacgdes do fabricante.
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27. Producao da amilase recombinante produzida por S. cerevisiae CENPK2

O experimento de produgdo iniciou-se com o pré-crescimento da levedura em
meio minimo SD durante 48 horas. Foi adicionando uma quantidade de células para
uma ODgpo= 0,3 no meio minimo SD para a produgdo da enzima.

O melhor tempo de produgdo amilolitica em S. cerevisiae foi determinado por
meio de uma curva de crescimento durante 60 horas, onde a cada 12 horas, 2 mL da
cultura foram retirados e o crescimento celular e a atividade enzimdtica determinadas.
Brevemente, um clone amilolitico, previamente selecionado em placa com meio SDA
foi pré-crescido em 25 mL de meio minimo SD e incubado a 30 °C sob agitacdo
constante de 200 rpm durante 48 h. Apés esse periodo, foi feita a leitura da ODgy do
pré-inoculo e adicionada uma quantidade de células de ODgyo= 0,3 em 200 mL de meio
minimo SD em Erlenmeyers de 1L. A cultura foi incubada a 30 °C sob agitacdao de 200
rpm durante 60 horas sendo retirados 2 mL de amostra a cada um dos seguintes tempos:
0, 12, 24, 36, 48 e 60 horas. As células foram separadas do sobrenadante por
centrifugacdo a 5000 rpm durante 10 min. O sobrenadante obtido foi usado como fonte
potencial de atividade amilolitica.

Para os experimentos de degradagdo do amido, foi realizado o mesmo
procedimento descrito acima. No entanto, 2 mL de amostras foram retirados a cada um

dos seguintes tempos: 00, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 e 120.

28. Purificacdo da amilase recombinante

A estratégia de purificagdo da amilase recombinante foi a mesma empregada
para a purificagdo da amilase nativa, uma coluna de troca idnica e em seguida uma
coluna de filtragdo em gel conforme descrito no item 3. No entanto, a coluna de troca
ionica utilizada foi a Sephacryl S-200 High Resolution (Pharmacia).e o volume aplicado

foi 250 mL do sobrenadante da cultura.
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29. Ensaio de N-deglicosilacao

O ensaio de deglicosilagio das amilases nativa e recombinante foi realizado
usando a enzima PNGase F, segundo protocolo descrito pela New England Biolabs®

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

30. Caracterizacdo bioquimica da amilase recombinante

Todos os experimentos de caracterizacao foram realizados utilizando-se do

método de Fuwa (1954) para determinacio da atividade amilolitica.

30.1 Determinacao do pH e temperatura 6timos

O efeito do pH na atividade da amilase foi determinado incubando-se o
sobrenadante da cultura ou a enzima purificada com tampdes de mesma for¢a idnica em
diferentes valores de pH. Foram utilizados os seguintes tampdes na concentragdo de 50
mM: Glicina-HCL (pH 1-3); acetato de sddio (pH 4,0 - 5,5); fosfato de sédio (pH 6,0 -
7,0) e Tris-HCI (pH 8-10). O efeito do pH na estabilidade da enzima foi realizado pela
pré-incubacdo da enzima por 60 minutos, nos diferentes tampdes e, em seguida, a
atividade foi determinada conforme descrito no subitem 25.1, nas condi¢des 6timas. O
efeito da temperatura na atividade enzimatica foi determinado incubando a enzima ou
sobrenadante da cultura em diferentes temperaturas no pH 6timo. As temperaturas
testadas foram 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70 °C. O efeito da temperatura na
estabilidade da enzima foi determinado apds pré-incubag@o da enzima nas temperaturas
de 55 e 60 °C por 15, 30, 45 e 60 min, e posterior determinacdo da atividade conforme

item 25.1

30.2 Efeito dos ions e DTT

O efeito de fons na atividade da amilase foi determinado ap6s a pré-incubagio,
por 15 minutos, da enzima com 4mM dos seguintes compostos: MgSO,4, MnCl,, CaCl,,
(NH4)2S04, ZnClp, CuSO4 e HgSO4 O efeito de Ditiotreitol (DTT) na atividade da
amilase foi determinado apds a pré-incubagdo, por 15 minutos, da amilase com as

seguintes concentracdes de DTT: 0, 5, 10, 15, 20 e 25 mM.
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30.3 Determinacao do K, e Vpx

As propriedades cinéticas da amilase foram determinadas incubando a enzima
em concentracdes crescentes de amido (0 a 1,0 mg/mL). Os cdlculos dos valores das

constantes foram feitos por regressdo linear pelo método de Lineweaver-Burk.

30.4 Cromatografia em camada delgada (TLC)

Inicialmente foram preparados os seguintes substratos na concentragdo de 0,5%
(p/v): amido solivel (Synth), amilopectina (Sigma), amilose (Sigma), glicogénio (USB)
e pululana. Em seguida, foram feitas reacdes separadas com cada um desses substratos
contendo 40 uL de tampdo acetato de sédio (0,5M, pH 5.,5), 60 UL de amostra
enzimitica e 100 UL do respectivo substrato na concentracdo de 0.5% (p/v). As
amostras foram incubadas a 40°C por 6 e 12 horas. Em seguida, foram retirados 100 uL.
de cada amostra de um dos tempos de incubag@o para analisar a especificidade pelo
substrato através da dosagem de agucares redutores como descrito no subitem 25.2.

Para a TLC as amostras com 12 horas de incubacgdo foram analisadas. De cada
reacdo foram retirados 10 pL de amostra, misturados com 10 pL de etanol, e
cuidadosamente aplicados 10 pL. em placas de silica gel (Sigma). Para esta
cromatografia utilizou-se um solvente como fase mével uma mistura contendo
n-butanol-metanol-dgua na propor¢do de 4:2:1 (Chung et al., 1995), colocada na cuba
receptora por 1 hora antes de aplicar as amostras. Foram utilizados os seguintes padrdes:
glicose, maltose, maltotriose e maltotetrose na concentracdo de 1% (p/v) em tampio
acetato de sédio 50 mM, pH 5,5. Assim que as amostras e padrdes foram aplicados, a
placa de silica foi colocada em posi¢do horizontal numa cuba receptora, de forma que o
solvente ocupasse apenas 1 cm de altura, sem cobrir o local onde as amostras foram
aplicadas. Para a revelacdo e identificacdo dos produtos de hidrélise da o-amilase sobre
os substratos, a placa foi borrifada com uma solugdo contendo 7,5 mL de acido
fosférico (85%); 1,0 mL de anilina comercial; 1,0 g de difenilamina e quantidade
suficiente para 50 mL de acetona. Em seguida, a placa foi incubada a 100°C por

aproximadamente 2 horas.
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31. Analise do perfil de degradacao do amido

Clones transformantes de S. cerevisiae foram pré-inoculados em 20 mL de meio
minimo SD com glicose 2% e incubado a 30°C em shaker sob agitagdo constante de
200 rpm durante 48 h. Quando a glicose do meio foi consumida, foi feita a leitura do
crescimento celular através da ODgg € adicionada uma quantidade de células suficiente
para uma OD final de 0,3 a 100 mL de meio minimo SDA em erlenmeyers de 500 mL.
Essa cultura foi incubada a 30 °C em shaker sob agitacdo constante a 200 rpm por 120h.
Em intervalos de 12 horas, 2 mL de cada cultura foram retirados para andlise do perfil
de degradagdo do amido através das seguintes dosagens; acticares redutores pelo método
do DNS, Glicose pelo método “GLUCOX 500”(Doles), degradacdo do amido pelo

método de Fuwa (1954) e crescimento celular pela leitura através da ODggy.

32. Fermentacio em pequena escala

O procedimento de fermentacdo foi realizado em um recipiente conhecido como
“fermentometro” (Figura 10), que possibilitou acompanhar o processo fermentativo por
meio da perda de peso, decorrente da liberagdo de CO, através de um pequeno volume
(~ 7 mL) de agua (selo d’agua) de modo que as perdas por evaporagdo ou por arraste do
gds que se desprendesse fossem minimizadas. Inicialmente foi feito um pré-inéculo de
um clone recombinante de S. cerevisiae em meio minimo SD (contendo 2% de glicose)
e incubado a 30 °C em shaker sob agitacdo constante a 200 rpm durante 48 h. Quando a
glicose do pré-indculo foi consumida, foi feita a leitura do crescimento celular através
da ODgg e adicionada uma quantidade de células suficiente para uma OD final de 0,3 no
meio para iniciar a fermentacdo (meio minimo SD contendo amido como tnica fonte de
carbono). O “fermentdmetro” foi incubado a 30 °C em shaker sob agitagcdo constante de
aproximadamente 70 rpm durante 120 h. Em intervalos de 12 horas, o fermentdmetro
foi retirado do agitador e pesado em uma balanga Digimed KN1000 e o peso referente a

cada intervalo de 12 horas foi registrado.

51



Figura 10. Foto do “fermentometro” usado no
experimento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Producao da amilase nativa de C. flavus

A levedura C. flavus é capaz de crescer em meio contendo amido como tnica
fonte de carbono. Ensaios de deteccdo de atividade amilolitica no sobrenadante da
cultura deste microrganismo mostraram que este € capaz de secretar uma amilase com
alta atividade especifica. Até o presente, esta é a tnica amilase encontrada em C.
flavus ja que ndo foi observada atividade amilolitica associada ao meio intracelular
nem a parede celular (dados ndo mostrados). A primeira etapa deste projeto envolve a

purificacdo da amilase secretada por C. flavus, doravante chamada Amyl, e que foi

utilizada para se clonar o gene que a codifica (AMYT)

1.1 Otimizac¢ao das condicoes de cultura

Inicialmente, com o objetivo de purificar a Amy1 foi feita uma otimizacdo das
condicdes de cultura para essa levedura.

A producdo amilolitica em microrganismos pode variar bastante de acordo
com as fontes de carbono e nitrogénio em que estes sdo crescidos. Estudando
parametros nutricionais e de cultura, vérios autores tém descrito a produgdo
amilolitica em leveduras utilizando diferentes fontes de carbono como: farelo de trigo
e farelo de milho. No entanto, a inducdo de amilases de microrganismos selvagens é
melhor quando se utiliza amido ou seus produtos de hidrélise como tunica fonte de
carbono (Gupta et al., 2003). Vdrios trabalhos disponiveis sobre a indugdo de
amilases em diferentes linhagens de Aspergillus oryzae sugerem que maltose pode ser
a molécula indutora (Errat et al., 1984). Outras moléculas como lactose, trealose e
a-metil-D-glicosideo também agem como indutores (Yabuki et al., 1977). Errat et al.
(1984) relataram um aumento de vinte vezes na atividade enzimética de uma amilase
de A. oryzae (NCR 401013), quando maltose e amido foram usados como indutores
no cultivo desse microrganismo. No entanto, o amido atua como melhor fonte de
carbono (Yabuki et al., 1977). De fato, Lachmund et al. (1993) relataram uma forte
indugdo da amilase de A. oryzae DSM 63303 quando o amido foi usado com tnica

fonte de carbono. Tendo em vista que os trabalhos na literatura relatam que o amido é
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a melhor fonte indutora de amilases, optou-se por utilizar este substrato neste

trabalho.

1.1.1 Determinacao da melhor fonte de nitrogénio

Foram testadas seis fontes de nitrogénio de acordo com trabalho de Parachin
(2006): Yeast Nitrogen Base (YNB), sulfato de amonio, extrato de levedura , uréia,
extrato de levedura + sulfato de amdnio e extrato de levedura + uréia (Figura 11). A
melhor produgéo amilolitica (~ 15U/mL) foi observada quando YNB foi a tinica fonte
de nitrogénio, atingindo um pico méaximo no tempo de 24 horas de inducdo (Figura
11). Esse resultado estd de acordo com os obtidos por Wanderley et al. (2004), que
relataram que o melhor tempo de producdo da amilase de C. flavus ocorre no tempo
de 24 horas, quando provavelmente todo o amido do meio foi consumido pela
levedura.

YNB contém 10% de sulfato de amoénio, um sal que tem sido bastante
empregado como fonte principal de nitrogénio para o crescimento de leveduras e
fungos. Fernandez-Espinar et al. (1994) observaram que a producdo de uma
a-arabinofuranosidase de A. nidulans foi otimizada quando se utilizaram sulfato de
amonia e cloreto de amonia ao invés de fontes organicas de nitrogénio. Pandersen &
Nielsen (2000), analisando a influéncia de fontes de nitrogénio sobre a producdo da
a-amilase de A. oryzae, verificaram que o sulfato de amonio foi melhor do que o
nitrato de amonia. Além disso, observaram que a producdo desta enzima era maior
quando se usava uma mistura de amodnia com outras fontes de nitrogénio complexas,
como extrato de levedura ou caseina hidrolisada. Neste trabalho, entretanto, a
combinacdo de extrato de levedura com sulfato de amodnio resultou em uma das
menores produgdes amiloliticas pela levedura C. flavus (Figura 11). Além disso,
quando se utilizou sulfato de amoénio como Uunica fonte de nitrogénio, a producdo
amilolitica ndo foi a maior. Lemos et al. (2001) também observaram uma baixa
producdo xilanolitica em A. awamori quando este microrganismo era crescido em

meio contendo somente sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio.
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Figura 11. Influéncia da fonte de nitrogénio na produciao da Amy1

Os autores associaram essa baixa atividade ao pH 4cido (2,9) encontrado no
sobrenadante de cultura. O meio de cultura contendo sulfato de amonio € acidificado
uma vez que o nitrogénio € transportado para o meio intracelular na forma de amodnio
deixando o fon de hidrogénio no meio extracelular resultando em sua acidificagcdo
(Lemos et al., 2001). Entretanto, Parachin (2006) relatou que a melhor atividade
xilanolitica produzida por C. flavus se deu usando na presenca de sulfato de amonio.
Os meios contendo extrato de levedura resultaram em uma produgdo amilolitica
extremamente baixa (Figura 11). Além disso, baixas atividades amiloliticas foram
observadas quando uréia foi utilizada como tnica fonte de nitrogénio. Parachin (2006)
também relatou que a produgdo xilanolitica na levedura C. flavus foi a menor nos
meios onde o extrato de levedura foi combinado com fontes inorganicas de
nitrogénio. Esse resultado € diferente do descrito na literatura uma vez que o extrato
de levedura combinando com fontes de nitrogénio atuam como um bom indutor
amilolitico (Pandersen & Nielsen, 2000).

Quanto ao crescimento celular da C. flavus (Figura 12), foram observadas
diferencas entre os meios de cultura utilizados. Assim como para a producdao
amilolitica, o melhor meio para o crescimento € aquele que contém YNB como tnica
fonte de nitrogénio.

A levedura atingiu seu crescimento maximo em 24 horas de indu¢do (maximo

de atividade amilolitica) (Figura 12). Esses resultados estdo de acordo com o trabalho
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de Wanderley et al. (2004) que estabeleceram que a levedura C. flavus possui um

crescimento celular e atividade amilolitica médximos no mesmo tempo de inducdo.
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Figura 12. Influéncia da fonte de nitrogénio no crescimento celular de
C. flavus

No meio em que foi utilizado extrato de levedura como unica fonte de carbono, a
levedura atinge o maximo de crescimento em 24 horas de inducdo havendo,
posteriormente, uma reducdo no crescimento celular (Figura 12). Além disso, nos
meio em que foi utilizado extrato de levedura + sulfato de amoOnio e extrato de
levedura + uréia, a levedura teve um baixo crescimento. Estes dados sugerem que a
combinagdo de extrato de levedura com outras fontes de nitrogénio tem um efeito
negativo para o crescimento da levedura. De acordo com os resultados mostrados
acima, a combinacdo de amido com YNB (meio SSM) parece ser a melhor condicao

de cultivo tanto para o crescimento quanto para a producdo da amilase de C. flavus.

1.2 Producao da Amy1l

Ap6s a determinacdo da melhor fonte de carbono e nitrogénio, foi feita uma
cinética de crescimento e produg¢do da Amyl. Para isto, um clone foi inoculado em
meio indutor SSM. Amostras do meio de cultura foram coletadas em triplicata e, a
cada 3 horas, o crescimento celular (OD 600nm) e atividade amilolitica foram

determinados (Figura 13). A levedura alcancou a atividade amilolitica mdxima (~ 7.0
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U/mL) em aproximadamente 24 horas de cultivo, havendo um decaimento apds esse
periodo, o que coincide com a entrada da levedura na fase estaciondria. Wanderley et
al. (2004) e Pereira (2002) relataram que o tempo de 24 horas de inducdo da Amyl1 é
o tempo O6timo para o crescimento e producdo amilolitica. Os resultados desse
trabalho estdo de acordo com os resultados relatados na literatura em se tratando da

amilase nativa de C. flavus.
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Figura 13. Cinética de crescimento e producio de amilase por C. flavus.
Curva de crescimento (m) e atividade enzimatica (e)

2. Purificacao da Amyl

Para a purificacio da a-amilase secretada no meio de cultura, o primeiro passo
foi aplicar o sobrenadante obtido na etapa anterior em uma coluna de troca ionica (Q-
Sepharose). Foram observados dois picos de proteinas e somente um tnico pico de
atividade amilolitica eluido entre as fragdes 26 e 36 apds aplicagdo do gradiente de
0,5 M de NaCl (Figura 14A). Parte dessa eluicdo foi dialisada e concentrada por
liofilizagdo para posterior andlise em SDS-PAGE.

As fracdes contendo atividade amilolitica, foram concentradas por liofilizacao
e aplicadas em uma coluna de gel filtragao (Sephacryl S-100). Dois picos de proteinas
entre as fragdes 30 e 60 foram observados. Novamente, apenas um unico pico de
atividade amilolitica foi detectado (Figura 14B). As principais fragdes deste pico
foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e armazenadas para andlise do perfil

eletroforético em SDS-PAGE.
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Figura 14. Purificacio de Amy]l. Perfil de eluicdo em colunas de troca idnica
(Q-sepharose) (A) (fluxo 60 mL/h) ,e filtracdo em gel (Sephacryl S-100) (fluxo
20 mL/h) (B). Atividade enzimatica (e); Proteina 280 nm (m) e gradiente de
NaCl 0,5M (==).



Na Tabela 3 estdo mostradas as etapas de purificacdo da Amy1, apresentando

um rendimento de aproximadamente 30%.

Tabela 3. Etapas de purificacio da Amy1.

Etapas Vol Atividade Atividade Proteina Proteina Atividade Fator de Rendimento
(mL) (U/mL) total (U) (mg/mL) (mg) especifica purificacao (%)
(U/mg)
SOB 50 15,33 766,50 0,073 3,65 210,0 1 100
Q-SEP 12 44,90 538,80 0,051 0,61 883,2 4,2 70,3
S-100 7 32,80 229,60 0,035 0,24 956,6 45 29,9

As siglas SOB, Q-SEP e S-100 significam sobrenadante, Q-Sepharose e Sephacryl-100, respectivamente.
vol = volume

Virias metodologias de purificacdo de amilase de microrganismos estdo
descritas na literatura. Uguru et al. (1997) descreveram uma amilase termoestavel de
Bacillus subtilis que foi purificada com fator de purificacdo igual a 24 obtendo uma
atividade especifica final de 2200 U/mg/L de cultura. Uma o-amilase termoestavel
produzida por B. liqueniformis foi purificada usando duas etapas de purificagdo, a
primeira etapa através de um sistema contendo polietilenoglicol/dextrana por gel
filtracdo e a segunda etapa por uma cromatografia de troca ionica.

llori et al. (1997) purificou uma amilase extracelular de Micrococcus luteus e
Lactobacillus brevis. O fator de purificacdo foi de 28 e 70 vezes usando gel filtracdo e
troca-idnica, respectivamente. Uma amilase termoestavel de Thermococcus profundus
foi purificada até a homogeneidade usando precipitacdo com sulfato de amonia,
cromatografia por DEAE-Toyopearl e filtracio em gel por Superdex 200 HR (Chung
et al., 1995). Existem poucos relatos na literatura sobre a purificacdo de amilases de
leveduras. Moraes et al. (1999) purificaram uma enzima de fusédo
(amilase/glicoamilase) expressa em S. cerevisiae em duas etapas usando uma coluna
de afinidade contendo B-ciclodextrina acoplada com Sepharose 6B-Epoxi ativada e,
em seguida, uma cromatografia de gel filtracdo Sephadex G-100 obtendo um
rendimento final de 2%. A amilase AMY-CS2 de Cryptococcus sp S-2 foi purificada
usando uma Unica etapa, através de uma coluna de a-ciclodextrina acoplada com
Sepharose 6B (Iefuji et al., 1996). Prieto et al. (1995) purificaram uma nova o-

amilase da levedura Lipomyces kononenkoae até a homogeneidade usando as
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seguintes etapas; tratamento com sulfato de amdnio, cromatografia de afinidade
usando amido e uma cromatografia por DEAE-Biogel. A amilase de C. flavus foi
purificada pela primeira vez por Wanderley er al. (2004) em uma unica etapa de
purificacdo usando uma coluna de filtracdo em gel, a Sephacryl S-100 e, com essa
técnica, esse autor obteve um rendimento de 50,2%. Pereira (2002), usando uma
cromatografia de troca idnica (Q-Sepharose) seguida por uma cromatografia em
filtracdo em gel (Sephacryl S-100) para purificar esta mesma amilase, afirmou que o
rendimento final obtido foi de 81%. Devido a esse alto rendimento encontrado por
este autor decidimos purificar a amilase de C. flavus por meio dessa metodologia. No
entanto, o rendimento encontrado neste trabalho (~30%) € bem expressivo se
comparado com os relatados na literatura, mas bem diferente do rendimento
encontrado por Wanderley et al. (2004) (50,2%) e Pereira (2002) (81%) para purificar

a mesma enzima.

2.1 Analise eletroforética da Amyl purificada e deteccdo da atividade

amilolitica em gel - Zimograma

A concentragdao das amostras por liofilizacdo para esta enzima ¢ um método
bastante empregado. Essa metodologia foi escolhida uma vez que néo se obteve éxito
usando técnicas de precipitagdo por TCA ou sulfato de amonio. O uso de TCA ou
sulfato de amonia, muitas vezes, acabam por precipitar amido que estd soldvel no
sobrenadante mesmo apds vdrias centrifugacoes.

Assim, as amostras provenientes de cada etapa de purificacdo da Amyl foram
dialisadas contra dgua e concentradas por liofilizacdo. Foram adicionados em cada
poco ~ 30 pg de proteinas. Em presenca do meio SSM, C. flavus secreta pouca
quantidade de proteinas. Com isso, a dosagem de proteina ficou bastante limitada.
Algumas vezes durante a execucdo deste trabalho o sobrenadante de C. flavus foi
concentrado por liofilizacdo para dar prosseguimento a dosagem de proteinas. A
andlise por SDS-PAGE das etapas de purificagcdo da Amy1 mostrou uma uUnica banda
protéica de ~ 67 kDa (Figura 15A) e esta coincide com a banda de atividade

amilolitica do sobrenadante da cultura (Figura 15B).
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Figura 15. Perfil eletroforético das etapas de purificacio de Amyl. M- marcador de
massa molecular SDS-6H2 (Sigma) (A) SDS-PAGE 12% apds coloracdo com prata do
sobrenadante da cultura (S); eluido da Q-sepharose (Q-Se) e eluido da Sephacryl S-100 (S-
100). (B) Zimograma do sobrenadante da cultura.

3. Seqiienciamento parcial da Amy1l

A andlise do seqiienciamento N-terminal e de um fragmento triptico de Amy1
revelou 100% de identidade com as seqiiéncias encontradas nas posicdes 21-38
(LSPAEWRSQSIYQVVTDR) e 420-433 (IQVPYTDSNHIVTR) de AMY-CS2, a a-
amilase secretada por Cryptococcus sp S-2 (lefuji et al., 1996). Esta evidéncia sugere
que Amyl e AMY-CS2 devem ser altamente similares e que as seqiiéncias

codificadoras ja publicadas da segunda podem ser usadas para se clonar AMY].

4. Clonagem e analise do gene AMY1

o-Amilases tém aplicacdes nas indudstrias de processamento do amido,
producdo de dlcool, téxtil e outras. Na busca por fontes de amilases na biodiversidade
do cerrado, a levedura amilolitica Cryptococcus flavus foi isolada embora esta
levedura seja capaz de metabolizar amido, ela ndo pode ser usada na industria por ndo
possuir status GRAS. Com o objetivo de estudar a atividade amilolitica detectada no
sobrenadante de culturas de C. flavus, o gene correspondente a esta amilase (AMY])
foi isolado e clonado.

As seqiiéncias dos genes de amilases originados de leveduras sdo pouco
descritas na literatura. No que se refere ao género Cryprococcus, foram encontradas
apenas duas seqii€éncias génicas descritas, a de Cryptococcus sp S-2 (amy-CS2), com

seqiiéncia completa no Genebank (D83540, D83541, lefuji et al., 1996), e a de
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Cryptococcus neoformans var. neoformans JEC21, com seqii€ncia parcial depositada
no GeneBank (XM_572174, Loftus et al., 2005). Tendo como base a tnica seqiiéncia
de amilase completa descrita na literatura, a do gene amy-CS2, foram desenhados os
primers CF3 e CF5 que se anelam em porgdes internas deste gene. Quando utilizado
DNA genomico de C. flavus como template foi obtido um produto de amplificagcdo de
~0.9 kb que foi clonado e seqiienciado mostrando uma alta identidade (92%) com o
gene amy-CS2. Por causa da alta identidade entre as duas seqii€ncias nucleotidicas,
foram desenhados os primers CFAMYS e CFAMY3 que amplificam toda a regiao
codante do gene. Esse par de primers possui em suas extremidades sitios para a
enzima de restricdo Bg/II para facilitar a clonagem do gene em vetor de expressdo de
levedura (ver Material e Métodos). A Figura 16 mostra as posi¢cdes relativas de

anelamento dos primers no gene amy-CS2 e que foram utilizados neste trabalho.

CFAMY5
{_’ CF5 CF3
| PS — <+
46 nt 53 nt :
60 nt — |
p <!
R CFAMY3

amy-CS2 ~ 2 kb

Figura 16. Esquema mostrando as posicoes relativas de
anelamento dos primers no gene amy-CS2.

Os tamanhos dos produtos obtidos a partir da amplificacio de cada
combinagdo desses primers foram: CFAMYS5/CFAMY3: 1990 pb (gendmico) e 1890
pb (cDNA); CFAMYS5/CF3: 1230 pb (gendmico) e 1130 pb (cDNA); CF5/CFAMY3:
1700 pb (gendmico) e 1600 pb (cDNA) CF5/CF3: 936 pb (gendmico) e 836 pb
(cDNA). A combinagdo deste primers foi utilizada para a amplificacio do gene
AMYI.

A versdo gendmica do gene AMYI foi obtida por PCR. Os primers CFAMYS
e CFAMY3 foram usados para amplificagcdo de um produto de aproximadamente 2

kb. A Figura 17 mostra a amplificacido do fragmento gendmico. De acordo com lefuji
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et al. (1996), a seqiiéncia do gene Amy-CS2 possui dois introns com cerca de 46 e 53
pb, respectivamente. Quanto a versdo do cDNA do gene AMYI, usando os primers
CFAMYS5 e CFAMY3 foi possivel amplificar um fragmento com o tamanho esperado
de ~ 1.9 kb, (Figura 18). Esse resultado estd de acordo com o tamanho da versao

cDNA segundo seqiiéncia descrita para o gene amy-CS2 (Iefuji et al., 1996 ).

2kb

AMYI ~ 2 kb
1.5kb

Figura 17. Reacdo de amplificacdo da versio gendomica do gene AMYI. Anilise
eletroforética dos produtos da PCR em gel de agarose 1%. M: Marcador de massa molecular,
1 kb ladder (New England Biolabs), 1 e 2: amplicons obtidos com primers
CFAMYS5/CFAMY3 usando-se DNA gendmico de C. flavus como template.

AMYI 1.92 kb

Figura 18. Reacdo de amplificacio da versao cDNA do gene AMYI. Anilise
eletroforética dos produtos da PCR em gel de agarose 1%. 1: amplicon obtido com
primers CFAMYS5/ CFAMY3 usando-se cDNA de C. flavus como template; M:
Marcador de massa molecular, fago A digerido com BstEII.

63



Os amplicons obtidos tanto da versdao gendmica (~2 kb) quanto do cDNA
(~1.9 kb) do gene AMYI foram ligados ao vetor pGEM-T e utilizados para
transformac@o de E. coli DH5a. As coldnias transformantes foram analisadas quanto a
presenca de insertos a partir da digestdo com Bg/Il. A analise em gel de agarose 1%
revelou a liberagdo de um tnico fragmento de ~2 kb para a versdo gendmica (Figura

19A) e ~1.9 kb (Figura 19B) para o cDNA, como esperado.

AMY1 (~2 kb)
4_
AMY1 (~ 1.9kb)

Figura 19. Clonagem das versoes genomica e cDNA do gene AMYI1. Andlise de restri¢do por
digestdao com BgIII dos clones gendmico (A) e cDNA (B). Plasmidios intactos (I) e digeridos (D)
com Bgl Il M — Marcador de massa molecular 1 kb /ladder (New England Biolabs) (A) e DNA de
fago A digerido com EcoR I/Hind 111 (B).

Os clones contendo a versdo gendmica do gene AMYI ou o cDNA foram
confirmados por seqiienciamento utilizando-se os primers CF5/CF3 e MI13
Universal/M13 Reverso. O seqiienciamento da versdo gendmica gerou um contig de
aproximadamente 1200 pb.

Quando se submeteu este contig ao programa BLASTn, a seqiiéncia de
nucleotideos mostrou maior similaridade (93%) com a seqiiéncia de DNA da amy-
CS2 obtendo um e-value = 0.0. O mesmo contig foi submetido ao programa BLASTX,
onde a seqiiéncia de nucleotideos foi traduzida para uma seqiiéncia de proteina e
alinhada com seqiiéncia protéicas depositadas no banco de dados. O resultado do
alinhamento apresentou 98% de identidade de aminoicidos com a AMY-CS2, a
amilase de Cryptococcus sp S-2, e 54% de identidade com uma amilase produzida por
Fusicocum sp. BCC4124.

A seqiiéncia gerada a partir do clone contendo o cDNA da amilase foi

analisada da mesma forma que o clone gendmico. Apds submeter a seqiiéncia ao
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programa BLASTn, observou-se uma maior similaridade (92%) e um e-value = 0.0
com a seqiiéncia cDNA que codifica para a AMY-CS2. Esses resultados sdo forte
evidéncia de que o fragmento clonado corresponde a um gene codificador de amilase.

A partir do alinhamento das seqiiéncias geradas do gene AMYI com o gene
amy-CS2 disponivel no GenBank, foram desenhados os primers CFAMYSEQ3 (para
a regido 3’), CFAMYSEQS (para a regido 5’). Esses primers juntamente com os
primers previamente desenhados a partir da seqiiéncia do gene amy-CS2, CFAMYS,
CFSP5, CF5, CF3 e CFAMY3 foram usados para seqiienciar o gene AMY! completo
(ver Anexo 1). O alinhamento completo entre os genes AMYI e amy-CS2 revelou
92% de similaridade. Este dado mostra que o gene clonado e seqiienciado
corresponde a um gene de amilase do género Cryptococcus. Uma vez que o gene
AMY] foi totalmente seqiienciado, foi realizada a caracterizacdo molecular deste gene.

O resultado do seqiienciamento N-terminal confirmou que Amyl possui um
peptideo sinal de 20 residuos de aminodcidos. Esse resultado confirmou que a
amilase estudada no presente trabalho refere-se a uma amilase de um organismo do
género Cryptococcus. A versdo genOmica do gene AMYI apresentou 1979 pb
enquanto que a versdo cDNA apresentou 1896 pb (Figura 20). A seqiiéncia de
nucleotideos do gene AMYI foi depositada no GenBank sob o nimero de acesso
EU014874 (ver Anexo 2). Analisando a versdao gendmica do gene AMYI, foram
observados dois introns nas posi¢des 867-912 e 1024-1060. Os introns no gene AMY1
iniciam com GT(G/A)AGT e terminam com AG (Figura 20). Segundo Lodish et al.
(2001) existem seqii€ncias consenso entre o0s limites exon-intron em mMRNAs
eucariéticos, sendo os nucleotideos mais conservados o 5° GT e o 3° AG. Essas
seqiiéncias também foram encontrados nos trés introns do gene da xilanase 1
(CfXYNI) de C. flavus (Parachin, 2006). E provével que os introns em C. flavus sejam
removidos como estruturas lago no qual a regido 5’AG do intron se liga a adenosina
perto da extremidade 3’ do intron formando uma ligacdo 2’-5’-fosfodiéster. Este
mecanismo de retirada de introns é o mais descrito em mRNAs eucariéticos. O
primeiro intron no gene AMYI € igual a e do mesmo tamanho que o primeiro intron
presente no gene amy-CS2 (46 pb), enquanto que o segundo intron (37 pb) é menor

que o seu correspondente (Figura 20).
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Figura 20 Seqiiéncia de nucleotideos do gene AMYI e a seqiiéncia protéica predita. Introns e
regido codante estdo representados por letras mindsculas e maidsculas, respectivamente. Os
fragmentos tripticos seqiienciados estdo em retangulos cinza. O peptideo sinal estd sublinhado. As
regides conservadas (I, I, III e IV) estdo mostradas dentro de retangulos vazios. Os circulos pretos

indicam os principais residuos cataliticos. Os possiveis sitios de N-glicosilacdo estio mostrados em
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Os introns no gene AMYI sdo menores em relagdo aos introns de amilases
descritos na literatura para Lipomyces kononenkoae (média de 61 pb) (Steyn et al.,
1996), Schizosaccharomyces pombe (média de 63 pb) (Kuhn & Kiufer, 2003), e
Aspergillus oryzae (média de 68) (Wirsel et al., 1989) e muito menores em relagdo
aos introns de vertebrados (600 pb) e de Saccharomyces cerevisiae (250-550 pb)
(Woolford, 1989).

Em relagdo ao cDNA, quando a seqiiéncia de nucleotideos foi submetida ao
programa BLASTn, encontrou-se a maior similaridade com os genes de amilases de
Cryptococcus sp S-2 (92%) e Aspergillus niger (89%). Usando o programa BLASTp,
foi feita a traducdo da proteina predita, Amyl. A enzima possui 631 residuos de
amino4cidos (Figura 21) e exibe identidade com as amilases de Cryptococcus sp S-2
(97%), Aspergillus terreus (46%), A. fumigatus (45%), A. clavatus (44%) e
A. kawachii (44%).

A seqiiéncia predita da Amyl apresenta 13 diferencas com relagio a AMY-
CS2, 13 6Asn—>Se:1r, 157Asn—>Asp, 269Asn—>Ser, 341Asn—>Ser, 390Ser—>Thr,
396Lys—>Glu, 453Ala—>Ser, 459Leu—>Ile, 485Se:1r—>Thr, 5 20Thr—>Se:1r, 606Thr—>P1r0,
8Ser—Asn e ***Thr—Ala. Estas diferencgas, contudo, em sua grande maioria, sao
relacionadas a aminodcidos com identidades quimicas semelhantes (Figura 21). Isto é
evidéncia de que Amyl e AMY-CS2 provavelmente sdo a mesma enzima.

E interessante o fato de que a Amyl teve altos valores de identidade com
amilases do género Aspergillus mesmo nao sendo C. flavus um fungo filamentoso.
Embora o grau de identidade entre as seqiiéncias de amilases entre reinos seja de
apenas 10%, a comparacio de seqiiéncia de amilases dentro do mesmo reino mostra
um grau de identidade bem maior (Da Lage et al., 2004). Esses autores afirmaram que
as amilases sdo um excelente modelo sujeito a transferéncia horizontal de genes.
Talvez isso possa explicar o grau de identidade encontrado entre Amyl com as

amilases de espécies do género Aspergillus.
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Amyl 1 MAPVRSLAGALLASLGLVAGLSPAEWRSQSIYQVVTDRFALDNGGNSPSCSGQSELNLYC 60
AMY-CS2 1 MAPVRSLAGALLASLGLVAGLSPAEWRSQSIYQVVTDRFALDNGGNSPSCSGQSELNLYC 60

Amy1l 61 NGTFAGIIDKLDYIQNMGFTAIWISPVVKNIDGGSPNGYTPDGSAYHGYWAQDIYEINPH 120
AMY-CS2 61 NGTFAGIIDKLDYIQNMGFTAIWISPVVKNIDGGSPNGYTPDGSAYHGYWAQDIYEINPH 120

Amyl 121 FGGASGLTDLSNALHNRGMYLMVDVVVNHMAYYCGTNGGCGPGNSVNYGSFTPFNSESYF 180
AMY-CS2 121 FGGASGLTDLSNALHSRGMYLMVDVVVNHMAYYCGTDGGCGPGNSVNYGSFTPFNSESYF 180

Amyl 181 HPFCEIDYNNRTSILDCWEGDEIVPLVDLRTEDSDVQSIFNSWISNLIQTYNIDGLRIDS 240
AMY-CS2 181 HPFCEIDYNNRTSILDCWEGDEIVPLVDLRTEDSDVQSIFNSWISNLIQTYNIDGLRIDS 240

Amy1l 241 LQQSGSFFFPGFNQAAGGMYMVGEVENGNPSYVCPYQQAGMPGVLNYPMFFYITNAFQTS 300
AMY-CS2 241 LQQSGSFFFPGFNQAAGGMYMVGEVENGSPSYVCPYQQAGMPGVLNYPMFFYITNAFQTS 300

Amy1l 301 SGSMSQLAQGISAMQSDCSDTTLLGSFLENQDNPRFPSQTNDLTRAQNAIAFTMLQDGIP 360
AMY-CS2 301 SGSMSQLAQGISAMQSDCSDTTLLGSFLENQDNPRFPSQTSDLTRAQNAIAFTMLQDGIP 360

Amy1l 361 ITYYGQEQHLSGSGVPLNREALWTSGGYDSSSPLYKMITTVNQLRTLAIKQNGGEVTYKI 420
AMY-CS2 361 ITYYGQEQHLSGSGVPLNREALWTSGGYDISSPLYEMITTVNQLRTLAIKQNGGEVTYKI 420

Amyl 421 QVPYTDSNHIVTRKGNSGYQIVGVYTNVGSAGASSTLSLSSSETGFQASEPVMDVLSCTL 480
AMY-CS2 421 QVPYTDSNHIVTRKGNSGYQIVGVYTNVGSAGSSSTLSISSSETGFQASEPVMDVLSCTL 480

Amy1l 481 YHTGSDGSLSFTMIGGLPRVFYNATALAESSLCTITYTTATPPPGGCSAGIVVFDVYVQTQ 540
AMY-CS2 481 YHTGIDGSLSFTMIGGLPRVFYNATALAESSLCTITYTTASPPPGGCSAGIVVFDVYVQTQ 540

Amy1l 541 YGQSVVIAGNIPQLGNWSPANGLNLNANQYTASSPKWIGTITGVAPGTTFQWKPIVVING 600
AMY-CS2 541 YGQSVVIAGNIPQLGNWSPANGLNLNANQYTASSPKWIGTITGVAPGTTFQWKPIVVING 600

Amy1l 601 NDNWYTGSNQQATTGSACSSPATDIEFTWSS 631
AMY-CS2 601 NDNWYPGNNQQATTGSACSSPAADIEFTWSS 631

Figura 21. Alinhamento das seqiiéncias primarias das amilases Amyl e AMY-CS2.
Os residuos de aminoécidos diferentes estdo destacados por uma caixa cinza.

A comparag@o entre a seqiiéncia de Amyl com seqiiéncia de amilases de
vérios organismos permitiu a classificagdo dessa enzima como pertencente a familia
13 das a-amilases ou familia 13 das glicosil-hidrolases (GH13) por possuir quatro
regides conservadas (I, II, IIl e IV) e os residuos cataliticos altamente conservados
Asp-239, Glu-264 e Asp-332 presentes nas regides I, III e IV, respectivamente. Estas
caracteristicas sdo assinaturas das enzimas desta familia (MacGregor et al. 2001). As
regides I, I, III e IV estdo presentes nas seguintes posicoes: 144-149, 235-243, 263-
267 e 327-332 (Figura 22).
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Organismo Regido I Regido II Regido III Regido IV

Bacteria

Bacli 129 DVVINH 256 GFRLDAVKH 289 AEYWQ 352 FVDNHD
Bacsu 138 DAVINH 213 GFRFDAAKH 248 GEILQ 305 WVESHD
Ecoli 101 DVVVNH 231 GFRIDAVKH 264 AEYWS 327 LVANHD
Archaea

Pyrﬁl 132 DVVINH 219 GWRFDYVKG 246 GEYWD 309 FVANHD
Pyrsp 133 DIVINH 220 AWRFDYVKG 247 GEYWD 310 FVANHD
Thchy 129 DIVINH 216 AWRFDYVKG 244 GEYWD 306 FVANHD
Eucaria

Aspor 138 DVVANH 223 GLRIDTVKH 250 GEVLD 313 FVENHD
Crysp 144 DVVVNH 235 GLRIDSLQQ 263 GEVFN 327 FLENQD
Cryﬂ 144 DVVVNH 235 GLRIDSLQQ 263 GEVFN 327 FLENQD
BarHIG 101 DIVINH 200 GWRFDFAKG 226 AEIWT 308 FVDNHD

* * *
Consenso DvViNH gfRfD vK gEyw fvdnhD

Figura 22. Alinhamento multiplo das regioes conservadas (I, II, III e IV) das
a-amylases de varios organismos. Bacli (B. ligueniformis ATCC 27811, nimero de
acesso P06278), Bacsu (B. subtilis, nimero de acesso P00691), Ecoli (E. coli JA1l,
nimero de acesso P26612), Pyrfu (P. furiosus DSM 3638, nimero de acesso U96622),
Pyrsp (Pyrococcus. sp KODI, nimero de acesso D83793), Thchy (7. hydrothermalis
AL662 ntiimero de acesso AF068255), Aspor (A. oryzae, nimero de acesso P10529),
Crysp (Cryptococcus sp, nimero de acesso D83540), Cryfl (este trabalho, C. flavus,
nimero de acesso EU014874) e BarHIG (H. vulgare, nimero de acesso P04063). Os trés
residuos cataliticos Asp, Glu e Asp nas regides II, IIl e IV estdo representados por

asteriscos.

Os cinco residuos conservados nas seqiiéncias de amilases descrita na
literatura His-149, Asp-239, Glu-264, GIn-331 e Asp-332 foram encontrados na
seqiiéncia predita de Amyl (Figura 22) e correspondem aos residuos His-122, Asp-
206, Glu-230, His-296 e Asp-297 na seqiiéncia da amilase de Aspergillus oryzae
(Taka-amilase) (Janecek, 1997). Os residuos Asp-206, Glu-230 e Asp-297 t€m
funcgdes relacionadas a catdlise enquanto que os residuos His-122, His-210 e His-296
estdo envolvidos tanto no reconhecimento do substrato no sitio ativo da amilase
pancredtica de mamiferos (Ishikawa et al., 1992, 1993) quanto na estabilizacdo do
estado de transi¢do, mas ndo diretamente na catilise da amilase de cevada (Sggaard et
al., 1993b). Foi observado que as regides Il e IV da Amyl contém o residuo nao-

carregado de Gln (GIn-242 e GIn-331) no lugar dos residuos de His altamente
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conservados (His-210 e His-296) encontrados na estrutura da Taka-amilase. Uma
substitui¢do similar foi observada na regido II para a amilase de Lipomyces
kononenkoae (Kang et al., 2004). Janecek et al. (1999) observaram que a substitui¢do
da glicina pela histidina no final da regido II é uma caracteristica geral de amilases de
Archaea e plantas. Lee et al. (1996) observaram que estes residuos podem estar
envolvidos em mecanismos cataliticos na amilase de Thermococcus profundus.

O residuo de histidina da amilase de Bacillus stearothermophilus, que é
equivalente ao residuo His-120 na Taka-amilase, pode controlar a especificidade e as
estabilidade da enzima (Vihinen et al., 1990). A mesma funcdo foi relatada para o
mesmo residuo em Bacillus. subtilis. Em glicosiltransferases (CGTases), os residuos
de histidina provavelmente sdo responsdveis pelas atividades amiloliticas e de
ciclicidade. Contudo, a atividade bem como a especificidade dessas enzimas pode ser
modificada por mutacdo de aminodcidos ndo-essenciais adjacentes ou proximos aos

residuos cataliticos (Takase, 1992; Inohara-Ochiai et al., 1997).

5. Expressao heteréloga de AMY1 em S. cerevisiae

5.1 Clonagem do gene AMY1 no vetor YEp351-PGK

A levedura S. cerevisiae, amplamente utilizada na industria de etanol, ndo é
capaz de degradar amido para produzir agicares fermentesciveis, sendo necessaria a
clonagem e expressdo heter6loga de enzimas amiloliticas nesse microrganismo. Neste
sentido o gene AMY1 foi clonado no vetor YEp351-PGK e expresso em S. cerevisiae
CENPK2.

Uma vez confirmada que a versdo cDNA correspondia a um gene de amilase,
foi realizada a subclonagem do mesmo no vetor YEp351-PGK para expressdao em
S. cerevisiae. Isto foi feito pela ligacdo do fragmento de ~1.9 kb do cDNA no vetor
YEp351-PGK, ambos previamente digeridos com Bg/Il. O vetor YEp351-PGK possui
na sua seqiiéncia um Unico sitio para a enzima Bg/Il que se localiza logo apds a
seqiiéncia do promotor PGK (pPGK). Em seguida, células de E. coli DH50 foram
transformadas com o sistema de ligacdo. Ap0s extracdo plasmidial de 10 clones, a
confirmacgd@o da subclonagem e determinacdo da orientacdo correta do gene foi feita
em um Unica etapa usando a enzima BamHI. Essa enzima foi escolhida porque, além

de possuir um tnico sitio no vetor YEp351-PGK na posi¢do 37, também tem sitio
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unico no gene AMYI na posicdo 307 (ver Anexo 1) a partir da extremidade 5’. Dessa
forma, dependendo da orientag@o do gene, apds digestdao com BamHI, poderia ocorrer
a liberagdo de um unico fragmento com tamanho de 1.8 kb (orientacdo correta) ou de

aproximadamente 3.0 kb (orientagdo errada) (Figura 23).

(A)
le’GK ATG PGKTT LEU2 2pum
>1 AMYI1
1500 pb 307 pY
BamHI BamHI
- J
Y
1.8 kb
B) le’GK ATI:}GK TT LEU2 2pum
> AMYI
1500 pb 1493 pb 307 pb
BamHI BamHI
— —
—~
~3.0kb

Figura 23. Representacao esquematica de perfis de restricao do vetor YEp351-PGK contendo o
c¢DNA do gene AMYI. (A) Posicionamento do gene AMYI na orientagdo correta para a expressao ou
(B) na orientagdo contraria.

Dos 4 clones escolhidos para andlise com BamHI, apenas dois clones (clones
2 e 3) continham o gene AMY! e este estava na orientag@o correta para a expressao.
Isto foi comprovado pela liberagdo de um tnico fragmento de aproximadamente 1.8
kb (Figura 24). Os demais clones possivelmente recombinaram ndo havendo, desta
forma, nenhum clone na orientagdo contriria a expressao.

Dessa forma, dentre os plasmidios que estavam com o gene na orientacdo
correta, o clone 2, chamado doravante de YEpAMY1, foi utilizado para novas
analises de restricdo a fim de confirmacgdo a clonagem do gene AMYI. Foi feita a
digestdo com a enzima Bg/II para confirmar a presenca do inserto, e com Sacl para
confirmar a orientacdo do mesmo. Essa enzima foi escolhida porque, além de possuir
um tnico sitio no vetor YEp351-PGK na posicdo 26, também cliva uma tnica vez no
gene AMYI na posi¢do 167 (ver Anexo 1). Dependendo da orientagdo do gene, apds
digestdio com Sacl poderia haver a liberacdo de um unico fragmento de
aproximadamente 1.66 kb (orientacdo correta) ou de um com aproximadamente 3.2

kb (orientacdo errada) (Figura 25).
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1 M 2
ﬁlgk})
M 3 4

Figura 24. Confirmacao da orientacdo do gene AMYI no vetor YEp351-PGK apés
digestao com BamHI. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,0% do perfil de
restricdo de 4 clones dos sistema de transformac¢do YEp351-PGK + AMY1 apds digestdo
com BamHI. M - marcador de massa molecular 1 kb ladder (Biolabs). Plasmidios
YEpAMY1 intactos (I) e digeridos (D) com BamHI.

A)
le’GK ATG PGK TT LEU2 2
> AMYI
1500 pb 167 ph
Sacl Sacl
- J
Y
~1.66 kb
(B) PPGK JEGKTT  LEU2 2
AMY1
1500 pb 1723 pb 167 pb
Sacl Sacl
— -
——
~3.2kb

Figura 25. Representaciao esquematica do perfil de restricio do vetor YEpAMY1 apés digestao
com Sacl. (A) Posicionamento do gene AMYI na orientagdo correta para a expressdao ou (B) na
orientacdo contraria.
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O perfil eletroforético do vetor YEpAMY1 apds digestdes separadas com
Bglll e Sacl, mostrou a liberacdo de um tnico fragmento de aproximadamente 1.9 kb

e 1.6 kb, respectivamente (Figura 26).

~19kb
~ 1.66 kb

Figura 26. Analise de restricio do vetor YEpAMY1. Andlise eletroforética em gel de
agarose 1,0% do perfil de restri¢do do clone 2 (YEpAMY1). 1. plasmidio intacto; 2 e 3,
YEpAMY1 digerido com Bg/ll e Sacl, respectivamente. M- marcador de massa
molecular DNA de fago A digerido com EcoRI/HindIll.

Dessa forma, todos os resultados apresentados acima revelam que a versdo
cDNA do gene AMY] foi clonada com sucesso no vetor de YEp351-PGK, resultando

no vetor YEpAMY 1, que foi usado para transformar células de S. cerevisiae.

5.2 Transformacao de S. cerevisiae e selecio dos clones recombinantes

A versdo escolhida do gene AMYI para expressdo em S. cerevisiae foi o
cDNA completo incluindo o peptidio sinal nativo de Amyl (dados ndo mostrados).
Normalmente, aconselha-se o uso do cDNA para a expressao heter6loga em levedura
ja que este organismo nem sempre € capaz de reconhecer os sinais de processamento
de introns heter6logos (Kingsman et al., 1985). De fato, vérias tentativas sem sucesso
foram realizadas para expressar a versdo genomica do gene AMYI em S. cerevisiae
(dados ndao mostrados), o que pode ser atribuido ao nao-processamento do pré-mRNA

de AMYI.
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Apo6s transformacdo da linhagem CENPK2 de S. cerevisiae com o vetor
YEpAMY 1, clones transformantes foram selecionados em meio minimo sem leucina
sendo transferidos, em seguida, para placas contendo meio minimo com amido. As
placas foram coradas com vapor de iodo (I;), apds pelo menos 48 horas de
crescimento, com o objetivo de se detectar visualmente a atividade amilolitica. A
comparagdo do halo de hidrdlise foi realizada com a linhagem controle (CENPK2
transformada com o YEp351-PGK). A andlise visual mostrou que todos os clones
transformados apresentavam halos de hidrdlise, indicando que estavam secretando
Amyl com sucesso (Figura 27A). A expressd@o da Amyl sob o controle do promotor
PGK foi bastante eficiente e, aparentemente, a levedura foi capaz de reconhecer os
sinais de secrecao de C. flavus.

Foi realizado um teste para verificar o efeito da concentracdo de glicose sobre
a atividade amilolitica dos clones transformantes. Alguns transformantes foram
transferidos para placas contendo meio SDA + glicose 0,05% e 2% e, apds 48 horas
de crescimento, todos os clones exibiram um halo de hidrélise bem maior em relagao
as placas que ndo continham glicose. Ainda, a atividade amilolitica dos clones néo foi
inibida por glicose, mostrando um halo de hidrélise bem maior nas placas onde foi
usada glicose 2% (Figura 27B). Os promotores mais usados para expressao heterdloga
em S. cerevisiae dirigem a transcricdo de genes da via glicolitica, como dlcool
desidrogenase 1 (ADHI), fosfoglicerato kinase (PGK) e gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (GAP) (Romanos et al., 1992; Kingsman & Kingsman, 1988). Embora
esses promotores sejam constitutivos, a adi¢do de glicose ao meio leva a aumentos de
3 a 10 vezes nos niveis de expressdo (Johnston & Carlson, 1992). Genes da via
glicolitica sdo altamente expressos e podem representar de 30-60% das proteinas
soliveis totais de S. cerevisiae (Fraenkel, 1982). A fosfoglicerato kinase (PGK)
também atua na via gliconeogénica e pode representar 5% das proteinas totais da
célula (Holland & Holland, 1978). Devido a esses altos niveis de expressdo, o
promotor PGK tem sido usado na construcio de vetores para expressao em leveduras

e fungos filamentosos (Tuite, 1982; Streatfield & Roberts, 1993).
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(A) B)

Figura 27. Atividade amilolitica em placa de clones transformantes de S. cerevisiae. Clones de
S. cerevisiae CENPK2 transformados com o vetor YEpAMY1 e crescidos em meio minimo SDA sem
glicose (A) ou com 2% de glicose (B). (C) Crescimento em meio minimo SDA e coloragdo com vapor de
iodo apds 48 horas de crescimento a 30°C. 1-4 Coldnias de S. cerevisiae CENPK2 transformadas com vetor
YEpAMY1; 5) YEp351PGK; 6) células ndo-transformadas.
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Apo6s padronizar o ensaio, alguns clones foram selecionados e transferidos
para uma placa contendo meio minimo SDA e glicose 2%. A expressdo dos clones
amiloliticos foi comparada com os controles negativos (linhagem CENPK2
transformada com YEp351PGK ou linhagem CENPK2 nao-transformada) (Figura
27C).

Todos os resultados descritos acima mostram que Amyl foi expressa com
sucesso em células de S. cerevisiae. Genes de amilases de Aspergillus oryzae (Nieto
et al, 1999), Schwanniomyces occidentalis (Kang et al., 2003) e Streptococcus bovis
(Khaw et al., 2005) ja foram expressos com sucesso em S. cerevisiae. Entretanto
Iefuji et al. (1996) ndo obtiveram sucesso na expressao da amilase de Cryptococcus sp
S-2. Esses autores especularam que, ao tentar expressar a amilase em células de
S. cerevisiae, a enzima ficava retida na parede celular e uma quantidade muito baixa
de enzima era secretada. No entanto, quando a seqiiéncia C-terminal da amilase foi
deletada, a enzima foi secretada eficientemente, porém, pouca atividade amilolitica
era detectada. Baseado nesses dados, esses autores afirmaram que, possivelmente, o
dominio C-terminal da amilase AMY-CS2 estaria de alguma forma impedindo que a
amilase atravessasse livremente a parede celular da levedura. Como foi mostrado
anteriormente, Amy1 tem 97% de identidade com AMY-CS2. Conforme mostrado na
Figura 21, existem 3 substitui¢des na regido C-terminal desta enzima nas seguintes
posicdes: 606 (Pro—Thr), 608 (Asn—Ser) e 623 (Ala—Thr). No entanto, ndo
podemos afirmar ainda se essas modificacdes per si promovem uma eficiente
secrecdo da Amyl em S. cerevisiae.

Iefuji et al. (1996) também propuseram que a regido C-terminal da AMY-CS2
estd relacionada a um Dominio de Ligacdo ao Amido (SBD). O SBD é geralmente
uma seqiiéncia distinta estruturalmente que aumenta a eficiéncia de uma enzima
amilolitica por se ligar e degradar amido cru ou granular (Lo et al., 2002). Muitos
dominios de ligacdo a carboidratos (CBM) tém sido classificados em 7 familias:
CBM20, CBM21, CBM25, CBM26, CBM34, CBM41 e CBM45 (Machovi¢ &
Janecek, 2006). Devido ao alto grau de identidade entre as amilases Amyl e AMY-
CS2, que parecem ter um dominio SBD na posi¢do C-terminal, estas enzimas devem

ser incluidas na familia CBM20.
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6. Produciao da Amy1 recombinante por S. cerevisiae CENPK2

Um clone transformante de S. cerevisiae contendo o gene da amilase de
C. flavus (clone 14) foi crescido em meio minimo SD (sem leucina) com o objetivo de
se determinar o melhor tempo de producdo enzimdtica, além de ser obter quantidade
suficiente de enzima para posterior caracterizacdo bioquimica. Foram retiradas
amostras em triplicata, em intervalos de 12 em 12 horas, durante 60 horas de cultivo.
A atividade amilolitica extracelular aumentou durante o crescimento da levedura e
alcangou a atividade maxima (3,93 U/mL) em aproximadamente 48 horas de
crescimento, havendo uma estabiliza¢do na quantidade de amilase produzida, o que
coincide com a entrada da levedura na fase estaciondria (Figura 28A). O crescimento
celular do clone transformado foi equivalente ao clone transformado com o vetor
YEp351-PGK (dado ndo mostrado), indicando que a producdo de amilase foi
constitutiva e acumulativa, ndo interferindo no crescimento celular. A atividade
amilolitica foi correlacionada com uma banda protéica de massa molecular aparente
de ~ 67 kDa (Figuras 28B e C), a qual é similar a massa da amilase nativa. E
interessante observar que a levedura C. flavus produziu quase que o dobro de
atividade amilolitica (7,1 U/mL) em um tempo mais curto de crescimento (24 horas)
se comparado com a S. cerevisiae recombinante que alcangou a atividade méaxima
(3,93 U/mL) apenas em 48 horas de crescimento.

Como C. flavus é um microrganismo selvagem, € possivel que possua outras
amilases ainda nédo detectadas e que ajudem na degradacdo do amido de forma mais
eficiente. Isto pode ser uma explicagc@o para o rdpido crescimento dessa levedura em
apenas 24 horas de cultivo. Por outro lado, mesmo a S. cerevisiae recombinante
crescendo em meio minimo com glicose 2% nao foi capaz obter um crescimento
maximo no mesmo tempo da levedura nativa. A linhagem de S. cerevisiae CENPK2 é
auxotrdfica para uracila (ura3-52/ura3-52), leucina (leu 2-3,112/ leu 2-3, 112),
triptofano (trpl-289/trp1-289) e histidina (his3-1/his3-1) o que pode explicar o

crescimento mais lento dessa levedura em relagdo a uma espécie selvagem.
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Figura 28. Cinética de producio da Amyl recombinante por S cerevisiae
crescida em meio minimo SD. Curvas de crescimento celular (m) e atividade
amilolitica (e) de um clone expressando AMY! (A). SDS-PAGE (B) e zimograma
(C) de sobrenadantes de diferentes tempos de coleta. M, marcador de massa
molecular

7. Purificacdo da Amy1 recombinante expressa em S. cerevisiae

Para a purificacdo da Amyl recombinante secretada no meio de cultura, foi
feito o0 mesmo procedimento da purificacdo da amilase nativa. Foram observados dois
picos de proteinas e somente um tnico pico de atividade amilolitica eluido entre as
fracdes 26 e 30 apds aplicacdo do gradiente de 0,5M de NaCl (Figura 29A). Parte
dessa eluicdo foi dialisada e concentrada por liofilizagdo para posterior andlise em
SDS-PAGE.

As fracdes contendo atividade amilolitica, foram concentradas por liofiliza¢ao
e aplicadas em uma coluna de gel filtracdo (Sephacryl S-200). Apenas um pico de
proteina foi observado. Novamente, apenas um unico pico de atividade amilolitica foi
detectado entre as fracdes 55 e 70 (Figura 29B). E interessante observar que no pico

onde se verifica atividade enzimética nao foi verificado nenhum pico correspondente
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a proteina. Isto pode ser explicado pela alta atividade especifica da amilase

recombinante. As principais fracdes deste pico foram reunidas, dialisadas, liofilizadas

e armazenadas para andlise do perfil eletroforético em SDS-PAGE 12%.
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Figura 29. Purificacio de Amyl recombinante. Perfil de eluicdo de Amyl
produzida em S. cerevisiae em colunas de troca idnica (Q-sepharose) (A) (fluxo 60
ml/h) e filtragdio em gel (Sephacryl S-200) (fluxo 40 mL/h) (B). Atividade
enzimadtica (®); Proteina 280 nm (m) e gradiente de NaCl 0,5M (=).
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Na Tabela 4 estdo mostradas as etapas de purificacdo da Amyl recombinante

que apresentou um rendimento de aproximadamente 10,4%.

Tabela 4. Etapas de purificacio da Amy1 recombinante.

Vol Atividade Fator de

Atividade Atividade Proteina Proteina especifica urificacio Rendimento
Etapas (mL)  (y/mL)  total (U) (mgx10¥/mL) (mgx107) (%/mg) P ¢ (%)
SOB 250 7,69 1922,5 0,07 17,5 109,8 1 100
Q-SEP 12 40,90 490,8 0,01 0,12 4090 37,2 25,5
$-200 13 15,38 199,9 0,0037 0,048 4164 37,9 10,4

As siglas SOB, Q-SEP e S-200 significam sobrenadante, Q-sepharose e Sephacryl-100, respectivamente. A sigla vol
= volume.

De acordo com a Tabela 4, pode-se observar que S. cerevisiae secretou uma
quantidade muito pequena de proteina (0,07 x 10 mg/mL) se comparada com a
levedura nativa C. flavus (0,073 mg/mL). Mesmo sob o controle de um forte promotor
constitutivo (promotor PGK) para expressar a Amyl em S. cerevisiae, a quantidade de
proteina expressa foi relativamente menor. No entanto, a atividade especifica da
amilase recombinante é bastante expressiva (Tabela 4). A atividade da amilase
purificada na coluna Sephacryl S-200 (15,38 U/mL) decresceu quase que 3 vezes da
atividade da enzima purificada pela resina Q-Sepharose (40,9 U/mL). Para eluir a
amilase da resina Q-Sepharose foi utilizado um gradiente de NaCl 0,5M.

Testes preliminares do efeito de NaCl 0,5M sobre a atividade da amilase
mostram que essa enzima € pouco afetada (dados nao mostrados). Esse relato pode ser
observado através da purificagdo da enzima nativa (Tabela 3) em que a atividade da
amilase purificada pelas resinas Q-Sepharose e Sephacryl-S100 foi de 44,9 U/mL e
32,8 U/mL, respectivamente. Pereira (2002) relatou a perda de atividade para essa
enzima de 30 U/mL para 25 U/mL quando a enzima foi purificada pela mesma
estratégia. O baixo rendimento da purificacdo da amilase recombinante (10%) se
comparado com a purificacdo da amilase nativa (30%) possivelmente pode explicado
pelo uso de diferentes resinas de filtracdo em gel. Para purificar a amilase
recombinante foi usada a resina Sephacryl S-200, enquanto que a nativa foi purificada
pela resina Sephacryl S-100. Como essas resinas tém limites de exclusdo diferentes,

possivelmente isso afeta o rendimento da purificacdo. Por meio de diferentes
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estratégias de purificacdo de amilases vérios autores tém conseguido rendimentos
variaveis. Marco et al. (1996) relataram um rendimento final de 17% para purificacao
de uma amilase truncada de Bacillus subtilis expressa em E. coli. Nagarajan et al.
(2006) conseguiram um rendimento de 45,2% para a purificacdo de uma amilase de
Bacillus subtilis KCC103. Zhang & Zeng (2007) purificaram uma amilase produzida
por Nocardiopsis sp com rendimento de 10,1%. Liu et al. (2008) caracterizando uma

amilase expressa em Bacillus subtilis relataram um rendimento de 23%.

7.1 Perfil protéico da Amy1 recombinante purificada e detecciao da atividade

amilolitica em gel — Zimograma

Devido a baixa concentracdo de proteinas encontradas no sobrenadante da
cultura da S. cerevisiae recombinante, foi necessario liofilizar as amostras de cada
etapa de purificacdo para se poder ter uma quantificacdo razodvel da quantidade de
proteinas em cada fracdo. Por causa deste problema, optou-se pela coloracdo do gel
SDS-PAGE com prata.

Assim, as amostras provenientes de cada etapa de purificacdo da amilase
recombinante foram dialisadas contra dgua e concentradas por liofilizacdo. Devido a
baixa quantidade de proteinas secretadas por S. cerevisiae, foram realizadas vdrias
tentativas com a finalidade de padronizar a quantidade de proteina aplicada no gel
SDS-PAGE para as diferentes fragdes. Inicialmente, para quantificar as proteinas no
sobrenadante foram liofilizados 2mL de amostra. Para as etapas de purificagdo pela
Q-Sepharose e Sephacryl S-200 foi necessario 1mL de amostra.

A andlise por SDS-PAGE das etapas de purificacdo da amilase recombinante
mostrou uma tnica banda protéica com massa molecular aparente de 67 kDa (Figura
30A) (similar ao tamanho da amilase nativa) e que coincide com a banda de atividade
amilolitica detectada no sobrenadante da cultura (Figura 30B). Esta amilase
apresentou uma atividade especifica alta uma vez que foram aplicados apenas 100 pL.

do sobrenadante da amostra que compreende aproximadamente 7 ng de proteina.
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Figura 30. Perfil eletroforético das etapas de purificacio da Amyl recombinante.
(A) SDS-PAGE 12% apés coloragdo com prata; M- marcador de massa molecular
“Unstained Protein Molecular Weight Marker” (Fermentas Life Science); 1.
Sobrenadante da cultura; 2. eluido da Q-Sepharose e 3. eluido da Sephacryl S-200 (B)
Zimograma do sobrenadante da cultura.

8. Ensaio de N-deglicosilacio

Uma vez purificadas, as amilases nativa e recombinante foram deglicosiladas
usando a enzima N-glicosidase F, mais 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. Apds a deglicosilacdo, ambas as
amilases, nativa e recombinante, mostraram uma massa molecular de ~66 kDa (Figura
31) que estd de acordo com a massa molecular predita (65865 Da) a partir da tradugdo
conceptual do gene AMY! (ja excluindo o peptideo sinal). Esses resultados indicam

que tanto a enzima nativa como a recombinante sao glicosiladas.

Nativa Recombinante
M -_ + M —_ + PNGase F

66 kDa —»

Amy1

Figura 31. Deglicosilacao de Amy1l. SDS-PAGE 12% corado com prata da amilase nativa
e recombinante sem (—) ou com (+) tratamento com PNGase F. M- marcador de massa
molecular (Fermentas Life Science)
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Trés sitios de glicosilacdo foram encontrados na seqii€ncia protéica da amilase
de C. flavus (Figura 20): ®'NGT, ""NRT e **NPS, mas outros experimentos precisam
ser realizados para a confirmacdo do estado de glicosilacdo desses sitios. Ramada
(2007) usando o antibidtico tunicamicina para analisar o efeito da N-deglicosilacdo
sobre o crescimento e atividade amilolitica de C. flavus também encontrou que a
amilase tratada com esse antibidtico possui massa molecular de aproximadamente 66
kDa. A existéncia de amilases glicosiladas tem sido relatada na literatura. Amilases de
Trichosporon pullulans (De Mot & Verachtert, 1986), Schwanniomyces alluvius
(Wilson & Ingledew, 1982), Lipomyces kononenkoae (Prieto et al., 1995) e Candida

antarctica (De mot & Verachtet, 1987) sdo exemplos de glicoproteinas.

9. Caracterizaciao bioquimica da Amy1 recombinante

As a-amilases encontram aplicagdes nas industrias de alimentos, de bebidas,
de detergentes, téxtil, de papel e, sobretudo, em processos industriais que necessitam
da hidrdlise parcial ou completa do amido. Cada aplicacdo requer propriedades tnicas
em relacdo a especificidade, estabilidade, temperatura e pH. Assim, como o objetivo
de elucidar as propriedades bioquimicas da amilase recombinante essa enzima foi

caracterizada.

9.1 Efeito do pH e da temperatura na atividade da enzima

A influéncia do pH na atividade enzimética é mostrada na Figura 32A. Pode-
se observar que a enzima apresenta uma maior atividade na faixa de pH entre 5.0 e
6.0, com atividade mdxima em pH 5.5. O efeito do pH na estabilidade enzimadtica
também foi testado apds pré-incubagdo da enzima nos referidos tampdes por 60 min.
A enzima € estdvel em uma faixa ampla de pH, mantendo aproximadamente 80% da
atividade em pHs variando de 4 a 6, mas apresentando 75,5% e 68,5% nos pHs 3 e 7,

respectivamente (Figura 32B).
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Figura 32. Determinacao do efeito do pH na atividade (A) e na estabilidade (B) da Amyl
recombinante. Para os valores de pH de 1-3 foi utilizado tampao Glicina-HCI (50mM), de 4-5,5
tampdo acetato de sédio (50mM), de 6-7 tampao fosfato de sédio (5S0mM) e de 8-10 tampao
Tris-HCI (50mM). Os dados cotados representam uma média de medidas em triplicata e os
desvios padrao foram quotados, no entanto, apresentaram valores menores que 5%.

Estes resultados sugerem que a Amyl recombinante ndao foi sensivel as
variagdes de pH e estdo de acordo com os valores encontrados na literatura para
grande parte das amilases caracterizadas, que geralmente sdo estiveis em pHs
variando de 5,5 a 8,0 (Fogarty & Kelly, 1980). Lipomyces kononenkoae, por exemplo,
apresenta um pH 6timo entre 4,5 e 5,5 e mantém mais de 80% de sua atividade em
pHs variando de 3,0 a 6,0 (Prieto et al., 1995). Schwanniomyces alluvius apresentou
um pH 6timo entre 3,7 e 5,5 e mostrou-se estdvel com atividade residual acima de
80% na faixa de 3,5 a 6,5 (Moranelli et al., 1987).

Da mesma forma que foi feito o pH 6timo para a atividade e estabilidade
enzimdtica, foi realizado o experimento para verificacdio da temperatura 6tima,
alterando-se apenas a temperatura de incubacdo. A Figura 33A mostra que a enzima
apresentou atividade maxima na temperatura de 60°C. Este valor estd de acordo os

valores de temperaturas 6timas descritas na literatura para a AMY-CS2 tratada com
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1 mM de CaCl, (Iefuji et al., 1996) e Aureobasidium pullulans (Li et al., 2007). A
termoestabilidade de uma enzima € considerada um importante critério para aplicacdo
industrial de enzimas de microrganismos. A termoestabilidade da enzima foi testada
pela incubacdo prévia da mesma nas temperaturas de 55°C e 60°C. A Figura 33B
mostra que a enzima incubada no tempo de 55°C mantém praticamente 90% da sua
atividade durante 1 hora. Entretanto a 60°C, a enzima recombinante perdeu 50% da

sua atividade residual.
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Figura 33. Determinacio do efeito da temperatura (A) e da termoestabilidade (B) na
atividade da Amy1 recombinante. Para a termoestabilidade (B) a enzima foi encubada a 55°C
(®) e 60°C (m).Os dados cotados representam uma média de medidas em triplicata e os desvios
padrdo foram quotados, no entanto, apresentaram valores menores que 5%.

Esses resultados sugerem que a Amyl recombinante parece ter uma
considerdvel termoestabilidade. lefuji et al (1996) propuseram que a regido C-
terminal da AMY-CS2 deve estar relacionada com a termoestabilidade da enzima.
Estes autores relataram que quando a regido C-terminal da enzima foi deletada, a
amilase perdeu a sua termoestabilidade. Devido a grande identidade (97%) entre

Amyl e AMY-CS2 ¢é possivel que a regido C-terminal da Amyl também seja
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responsdvel pela termoestabilidade da enzima. Um dado bastante interessante é que
C. flavus é uma levedura meséfila com crescimento 6timo a 25°C, no entanto,
apresenta uma amilase termoestdvel com temperatura 6tima de 50°C (Wanderley et
al., 2004). A temperatura 6tima da Amyl recombinante deste trabalho foi de 60°C,
maior do que a temperatura 6tima da Amy1 nativa de C. flavus. Mijts & Patel (2002)
também encontraram diferengas entre as temperaturas 6timas de amilases nativas e
recombinantes. Expressando a amilase de Halothermotrix orenii em E. coli, os autores
verificaram que a temperatura 6tima da enzima recombinante era maior (65°C) do que

a nativa (60°C).

9.2 Efeito de ions e DTT na atividade da enzima

O efeito de fons sobre a atividade da amilase foi determinado adicionando-se
ao sistema de reacdo 4 mM do sal correspondente e realizado o ensaio de atividade

nas condi¢des 6timas de temperatura e pH.

Os resultados indicaram que a enzima foi pouco afetada por vérios fons (Mg2+,
Mn** e Ca*"), uma vez que a atividade relativa da enzima foi maior 70% (Tabela 5).
Alem disso, também foi observado que a presenca de 10 mM de CaCl, mantém a
atividade relativa da enzima em torno de 70% (dados nao mostrados), sugerindo,
desta forma, que o fon Ca™ tem pouco efeito sobre a atividade da amilase. Esses
resultados estio de acordo para a amilase nativa de C. flavus (Wanderley et al., 2004).
O fon NH," teve um efeito ativador sobre a atividade da enzima, mostrando o maior
valor de atividade relativa (111%). Contudo, os fons Zn**, Cu** ¢ Hg** atuam como
inibidores da atividade da enzima. Os fons Cu** e Hg** mostraram os menores valores
de atividade relativa (0%) (Tabela 5). A inibicdo da atividade pelo fon mercirio pode
indicar a importincia do grupamento indol da cadeia lateral de alguns aminoécidos na
funcdo da enzima (Gupta et al., 2003; Ramirez-Zavala et al., 2004). AMY-CS2 foi
estabilizada por CaCl, e inibida por Hg*, Ag*, Cu** e Mg** (Iefuji et al., 1996)
enquanto que a amilase de L. kononenkoae CBS 5608 & inibida por Ag* e Cu** (Prieto
et al., 1995). Uma observagdo bastante interessante é que a amilase da levedura
Aureobasidium pullulans N13d (Li et al., 2007) e a amilase de Bacillus halodurans
38C-2-1 expressa em E. coli (Murakami et al., 2007) ndo foram inibidas por Cu2+,

tendo este um feito ativador na atividade destas enzimas.
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Tabela 5. Efeito de varios ions sobre a
atividade da Amy1 recombinante.

Composto (4 mM)  Atividade relativa (%)

Controle 100
MgSO4 88,6
MnSO4 77,9
CaCl, 71,6
(NH4) 2SO4 111
ZnCl, 20,1
CuSO, 0

HgSO4 0

Os dados cotados representam uma média de medidas
em triplicata.

A atividade da amilase recombinante ndo foi afetada quando concentragdes de
DTT, variando de 5 a 25 mM, foram usadas (Figura 34). Este dado foi diferente do
observado para a amilase de Thermotoga maritima MSB8 expressa em E. coli
(Ballschimiter et al., 2006). Esses autores relataram que a atividade desta enzima

aumentou mais de trés vezes na presenca de concentra¢des de DTT de 5 a 20 mM.
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Figura 34. Efeito de DTT na atividade da Amyl recombinante. Os dados cotados
representam uma média de medidas em triplicata e os desvios padrdo foram quotados, no
entanto, apresentaram valores menores que 5%.
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9.3 Determinacao de K, € Viax

A velocidade inicial da reacdo, em fungdo de diferentes concentracdes de
substrato foi determinada utilizando-se amido solivel em concentragdes variando de 0
a 1,0 mg/mL. Neste experimento a atividade amilolitica foi determinada usando-se o
método de Fuwa e a atividade foi expressa em U/mL. O K., determinado para a
amilase purificada foi de 0,37 mg/mL quando o amido foi usado como substrato e o

valor de Vi, foi de 22,98 mg/mL/min (Figura 35).
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Figura 35. Grafico de Lineweaver-Burk para os valores de K, e V5 da Amyl
recombinante purificada em presenca de diferentes concentracoes de amido. Os
dados cotados representam uma média de medidas em triplicata e os desvios padrdo
foram quotados, no entanto, apresentaram valores menores que 5%.

No entanto, este valor de K, encontrado para a Amyl recombinante foi
diferente do observado para a Amyl nativa (0,056 mg/mL/min, Wanderley et al.
(2004). Uma explicag@o para essas diferencas de valores de K, pode ser atribuida a
uma pequena alteracdo no dobramento da proteina recombinante. Entretanto, apenas
experimentos especificos de determinagcdo da estrutura tercidria como Dicroismo
Circular (CD) e cristalizacdo de raio X poderiam ajudar a comprovar qualquer
mudanga no folding dessa amilase. Apesar dessa diferenca, o valor do K, para a
Amy]l recombinante deste trabalho estd de acordo com os valores de K, para as
seguintes amilases de leveduras encontradas na literatura: Schwanniomyces alluvius
(0,36 mg/mL/min; Wilson & Ingledew, 1982) e Thermomonospora curvata (0.39

mg/mL; Glymph & Stutzenberger, 1977) e similar a outros valores de K, de amilases
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observados para Streptococcus bovis JB1 (0,88 mg/mL; Freer, 1993), Aspergillus
flavus (0,5 mg/mL ; Khoo et al., 1994) e Lipomyces kononenkoae (0,80 mg/mL;
Prieto et al., 1995).

9.4 Especificidade da amilase

Com o objetivo de avaliar o grau de afinidade da enzima por diferentes
subtratos, a Amy1 recombinante foi incubada na presenca de amido solivel, amilose,
amilopectina, glicogénio e pululana por 6 e 12 horas em condi¢des 6timas de pH e
temperatura. Apos esse tempo, foi realizada uma dosagem de acucares redutores
produzidos nos meios de reacdo e determinada a atividade relativa em relagdo a cada
substrato. A Amy1 recombinante liberou uma quantidade de agicar redutor maior no
tempo de 6 horas de incubag@o do que no tempo de 12 horas (dados ndo mostrados).
Isso sugere que a especificidade da enzima para cada substrato testado foi alta em
apenas 6 horas de incubag@o. No entanto, o tempo de 12 horas foi escolhido para
determinar a atividade relativa de cada substrato e também para verificar os produtos
de hidrdlise em cromatografia de camada delgada (TLC). A enzima teve alta
especificidade tanto para substratos lineares (amido solivel) como para substratos
ramificados (amilopectina). A atividade relativa foi maior para o amido solivel
(100%), seguido de amilopectina (97,4%), amilose (50,4%), glicogénio (41,4%) e
pululana (0%) (Tabela 6). Este resultado esta de acordo com os resultados observados
por Marco et al (1996) em que a especificidade de uma amilase truncada de Bacillus
subtilis expressa em E. coli foi maior para o amido (100%), seguido de amilopectina
(82%), amilose (77%), glicogénio (16%) e pululana (2%) durante 12 horas de
incubacdo. No entanto, a enzima nativa teve maiores especificidades para amido
solivel, glicogénio, amilopectina e amilose. Possivelmente esta diferenca de
especificidade entre as Amy1 nativa e recombinante pode ser explicada pelos valores
diferentes de K, refletindo, dessa forma, na especificidade diferente da enzima por

cada substrato.
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Tabela 6. Especificidade da Amy1 recombinante por diferentes

substratos.
Substrato (0.5%) Tipo de ligagcao Atividade Relativa (%)
Amido (0-1,4/ 0-1,6) 100
Amilopectina (a-1,4/ 0-1,6) 97.4
Amilose (a-1,4) 50,4
Glicogénio (0-1,4/ 0-1,6) 41,4
Pululana (a.-1,6) 0

Os dados cotados representam uma média de medidas em triplicata.

Quando a enzima foi incubada com amido solivel, amilopectina, amilose,
glicogénio e pululana, os principais produtos da hidrélise observados por TLC foram

oligossacarideos de diversos tamanhos (Figura 36).

M 1 2 «3 4 5 6 M
Gl & Gt
G2 » G2
G3 . . G3
G4 y \ G4
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Figura 36. Cromatografia em camada delgada dos produtos de hidrolise da
Amyl recombinante. M- marcadores; G1 = glicose, G2 = maltose, G3 =
maltotriose e G4 = maltotretose. 1. amido sem enzima (controle negativo); 2.
pululana; 3. glicogénio; 4. amilose; 5. amilopectina e 6. amido solivel.

Nio foi observada a liberagdo de pequenos carboidratos como glicose, maltose
ou maltotriose. As a-amilases podem ser classificadas em enzimas de sacarifica¢do ou
enzimas de liquefacdo. Enzimas de liquefag@o tém uma grande aplicacio industrial. A
o-amilase recombinante € uma a-amilases tipica de liquefacdo, pois os principais
produtos da hidrélise dos polissacarideos usados foram oligossacarideos de diversos

tamanhos. Mesmo incubando a enzima por 12 h néo foi observado o aparecimento de
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glicose. Os principais produtos de hidrdlise da Amyl nativa sobre amido,
amilopectina e amilose foram maltose e maltotriose (Wanderley et al, 2004). Essas
diferencas nos produtos de hidrdlises gerados entre as Amyl nativa e recombinante

podem ser devido a diferenca nos valores de K, entre as duas enzimas.

10. Clonagem e expressao do gene da glicoamilase (GA) de Aspergillus awamorii

A levedura S. cerevisiae ainda € o microrganismo mais usado para a producao
de etanol (Bai et al., 2008). No entanto, esta levedura é incapaz de usar amido como
unica fonte de carbono (Ghang et al., 2007). Desta forma, a manipulacdo genética
dessas leveduras para produzir a-amilase e glucoamilase simultaneamente poderia
aumentar a eficiéncia de utilizacdo do amido para produgido de etanol.

Inicialmente, com o objetivo de construir uma cepa de S. cerevisiae
expressando a-amilase de C. flavus e glicoamilase de A. awamori simultaneamente, o
gene GA foi clonado no vetor de expressdo de S. cerevisiae YEp352. A estratégia de
clonagem estd esquematizada na Figura 37.

A clonagem do gene GA foi realizada apds digestdo do plasmidio pGS5
(Moraes et al., 1995) com Hind 111, liberando o cassete de expressdo (pPGK — GA —
PGK TT) que foi ligado no vetor YEp352 (sem promotor PGK) previamente digerido
com a mesma enzima. O plasmidio resultante foi chamado de YEpGA
(YEp352GAPGK). O objetivo desta clonagem foi transferir o cassete de expressdo
contendo o gene GA de um plasmidio que contém a marca auxotréfica LEU2 para o
plasmidio YEp352 que continha a marca URA3.

Com o objetivo de purificar o cassete de expressao, inicialmente foi feita uma
midiprep do plasmidio pG5. Apds obter uma concentragdo significativa desse
plasmidio, o mesmo foi digerido com Hindlll. Apds digestdo, foi observado a
liberagdo de um tnico fragmento de aproximadamente 3.5 kb (Figura 38A). O
plasmidio YEp352 sem o promotor PGK possui um tnico sitio de restricdo para a
enzima Hindlll. Apds digestdo foi observado que este plasmidio foi linearizado

apresentando um tamanho esperado de aproximadamente 5.1 kb (Figura 38B).
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Figura 37. Estratégia de clonagem do gene GA. Apés digestio do vetor pG5 com HindlIll, o cassete de
expressdo (pPGK — GA — PGK TT) foi clonado no vetor YEp352 previamente digerido com HindIIl ,
originando o vetor YEpGA (YEp352GAPGK).
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Figura 38. Digestao dos plasmidios pG5 e YEp352 com HindIIl. Anilise eletroforética
em gel de agarose 1,0% do perfil de restri¢ao dos plasmidios pG5 (A) e YEp352 (B) ap6s
digestdo com Hind III. 1. Plasmidios intactos e D. plasmidios digeridos. M- marcador de
massa molecular DNA de fago A digerido com EcoRI/HindIll.

Assim, uma vez confirmado os tamanhos esperados para o cassete de
expressdo e para a linearizacdo do YEp352, eles foram purificados do gel para fazer a
reacdo de ligagdo. Ap0s a purificagdo do vetor YEp352 linearizado, este foi tratado
com fosfatase alcalina de camardo (SAP) e depois foi feita uma ligacdo do cassete de
expressao (previamente digerido com Hind III) com o vetor YEp352. Apds a ligagdo,
células de E. coli EPI300 foram transformadas com o YEpGA. Apds extracdo
plasmidial de 24 clones, 10 desses clones foram escolhidos, baseados no perfil de
migracgdo diferenciado no gel, para confirmag@o da clonagem do cassete de expressao
no vetor YEp352 por digestdo com Hindlll. A Figura 39 mostra que todos os clones
analisados liberaram um unico fragmento de aproximadamente 3.5 kb, confirmando
que o cassete de expressdo contendo o gene GA foi clonado com sucesso no vetor
YEp352. O plasmidio resultante foi chamado YEpGA.

Uma vez obtido a constru¢io YEpGA, um clone foi escolhido aleatoriamente
para transformar células de S. cerevisiae. Os clones transformantes foram
selecionados em meio minimo sem uracila sendo transferidos, em seguida, para placas
contendo meio SDA. Estas placas foram incubadas a 30°C por aproximadamente 48
h. Apés esse periodo, as placas foram coradas com vapor de iodo (I;) com o objetivo
de se detectar visualmente a atividade amilolitica. A andlise visual dos clones mostrou
que todos os transformantes de S. cerevisiae apresentaram halos de hidrélise

indicando que estavam secretando GA (Figura 40).
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Figura 39. Confirmacio da clonagem do cassete de expressiao contendo o gene GA
no vetor YEp352-PGK apoés digestao com Hind III . Andlise eletroforética em gel de
agarose 1,0% do perfil de restricdo dos plasmidios YEpGA intactos (I) e digeridos (D)
com Hind III. M- Marcador de massa molecular DNA de fago A digerido com BstE 11.
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Figura 40. Atividade amilolitica em placa de clones transformantes de S. cerevisiae. Clones
de S. cerevisiae CENPK2 transformados com o vetor YEpGA foram crescidos em meio minimo
SDA sem uracila. Apés 48 horas de crescimento a 30°C, a placa foi corada com vapor de iodo.
Colonias de S. cerevisiae CENPK2 foram transformadas com vetor YEpGA (1-12) e com o
vetor YEp352 (13, 14).
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Foi observado que o halo de hidrdlise obtido pela acdo da GA sobre o amido
foi bem diferente dos halos de hidrélises dos clones de S. cerevisiae secretando a
Amyl. Esta diferenca pode ser explicada pelo modo de ataque ao amido diferenciado
entre as duas enzimas e pelo mecanismo como as moléculas de iodo se ligam no
amido (Moraes et al., 1995). Geralmente, amilases de liquefacdo sdo endoamilases
que hidrolisam as ligacdes glicosidicas a-1-4. O estagio inicial da acdo dessas
enzimas ¢é caracterizado por um decréscimo da massa molecular do substrato e
conseqiientemente quebra da estrutura do substrato, especialmente da amilose. Devido
as moléculas de iodo se intercalarem nas hélices das cadeias de amilose, a quebra da
estrutura da amilose resulta em um rdpido decréscimo da coloragdo iodo-amido. Este
fendmeno € produzido pela clivagem de um pequeno niimero de ligacdes glicosidicas
sendo acompanhado de uma pequena liberacdo de acucares redutores (Bernfeld,
1955).

Como conseqiiéncia, pouca atividade amilolitica € necessaria para produzir
um halo branco. Por outro lado, GA é uma exoenzima que hidrolisa as ligacdes
glicosidicas a-1,4 a partir das extremidades redutoras do polimero, liberando glicose.
Muitas formas desta enzima também hidrolisam as ligacdes glicosidicas a-1,6,
quando a préxima ligacdo na seqii€ncia é do tipo a-1-4 (Steyn & Pretorius, 1990).
Assim, a glicoamilase per si ndo causa decaimento abrupto nas propriedades de
coloracdo do complexo iodo-amido porque a mesma ndo quebra a estrutura da
amilose na mesma intensidade que a a-amilase. Como conseqiiéncia, a glicoamilase
produz um halo de colorag@o violdceo ao invés de um halo branco produzido pela a-
amilase. Assim, o grande halo branco ndo necessariamente indica a habilidade de

utilizar amido eficientemente para o crescimento (Moraes et al., 1995).

11. Co-expressao dos genes AMY1 e GA em S. cerevisiane CENPK2

Com o objetivo de produzir uma cepa recombinante de S. cerevisiae que
utilize amido de forma eficiente, um clone de S. cerevisiae expressando apenas a
glicoamilase foi escolhido aleatoriamente e utilizado para ser transformado com o
plasmidio YEpAMY .

Inicialmente um clone de S. cerevisiae CENPK2 expressando apenas a
glicoamilase foi crescido em meio minimo sem uracila a 30°C durante 48 h. Apds

esse tempo de incubacio, esse clone foi transformado com o plasmidio YEpAMY1.
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As células transformadas foram plaqueadas em meio SD sem leucina e sem uracila
para selecionar os clones que possuem as duas enzimas ja que essas marcas
auxotrdficas estdo presentes nos plasmidios que contém a amilase e a glicoamilase,
respectivamente. Em seguida, os clones transformantes foram transferidos para placas
contendo meio SDA (sem leucina e uracila) e incubados a 30°C por 48h. Apds esse
tempo, as placas foram coradas com vapor de iodo (I;) com o objetivo de se detectar
visualmente a atividade amilolitica . A andlise visual dos clones mostrou que todos os
clones de S. cerevisiae contendo a GA ao serem transformados com o plasmidio
YEpAMI tiveram os seus halos de hidrélise aumentados indicando que os clones de

S. cerevisiae receberam o gene Amy|1 (Figura 41).

Figura 41. Atividade amilolitica em placa dos clones transformantes de S.
cerevisiae. Clones de S. cerevisiae CENPK2 transformados com o vetores
YEpGA e YEpAMY1 crescidos em meio minimo SDA sem uracila e leucina.
Apds 48 horas de crescimento a 30°C, a placa foi corada com vapor de iodo.
Colonias de S. cerevisiae CENPK2 foram transformadas com vetores
YEp352PGK e YE351PGK (-)

Outra evidéncia do sucesso dessa transformacao foi observada pela capacidade
desses clones de crescerem em meio sem leucina e sem uracila. Somente os clones de
S. cerevisiae que continham os plasmidios YEpGA e YEpAMY 1 seriam capazes de

crescer nesse meio.
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Com o objetivo de verificar se realmente os clones de S. cerevisiae estavam
expressando a a-amilase e a glicoamilase simultaneamente, clones de S. cerevisiae
que estavam expressando somente a glicoamilase (Sc YEpGA), somente a amilase (Sc
YEpAMY1) e as duas enzimas simultaneamente (Sc YEpGA + YEpAMY1) foram
transferidos para placas com meio minimo SDA com seus respectivos suplementos. A
analise visual dos clones mostrou um maior halo de hidrélise para o clone Sc YEpGA
+ YEpAMY1 em relacio aos clones que estavam expressando a amilase ou a
glicoamilase separadamente (Figura 42A). Isso pode ser explicado por um efeito
sinérgico entre as atividades de amilase e glicoamilase refletindo no crescimento
celular e no tamanho do halo de hidrdlise gerado. O maior halo de hidrdlise gerado
para o clone Sc YEpAMY 1 pode ser explicado pela forte ativacio do promotor PGK.
A placa de deteccdo (Figura 42A) além de amido, continha glicose 2% como fontes
de carbono. Como esse promotor € um gene da via glicolitica e que, embora seja
constitutivo, aumenta os niveis de expressdo na presenca de glicose, esse clone
produziu mais enzima que atuou sobre o amido, degradando-o. Outra explicacdo é que
o amido usado no ensaio em placa parece ter uma quantidade maior de amilose em
relacdo a amilopectina. Assim, pouca quantidade de amilase produzida seria suficiente
para gerar um grande halo de hidrdlise como comentado anteriormente.

Com o objetivo de verificar a eficiéncia de utilizagdo do amido, esses mesmos
clones foram transferidos para placas contendo apenas amido como tnica fonte de
carbono. Em seguida as placas foram incubadas a 30°C por 84 horas. A Figura 42B
mostra que apenas o clone Sc YEpGA + YEpAMY1 foi capaz de degradar o amido e,
conseqiientemente, gerar um maior halo de hidrdlise. Esse resultado confirma, de fato,
que as duas enzimas foram expressas com sucesso em S. cerevisiae. Ainda, o halo de
hidrélise gerado reflete um efeito sinérgico entre as duas enzimas, onde os produtos
de degradacdo da amilase seriam utilizados pela glicoamilase, permitindo que a

levedura obtenha uma fonte de carbono assimildvel para o seu crescimento.
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Figura 42. Atividade amilolitica em placa dos clones transformantes de
S. cerevisiae. Clones de S. cerevisiae CENPK2 transformados com YEpAMY1 (1);
YEpGA (2) e YEpAMY1 + YEpGA (3). Apds 84h horas de crescimento a 30°C, as
placas com meio minimo SDA + glicose (A) SDA sem glicose (B) foram coradas
com vapor de iodo.
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12. Analise da degradacao do amido dos clones recombinantes de S. cerevisiae.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de utilizagdo do amido em meio liquido
SDA contendo amido como unica fonte de carbono, os clones Sc YEpGA, Sc
YEpAMY1 e Sc YEpGA + YEpAMY1 foram crescidos a 30°C durante 120 horas sob
agitacdo de 200 rpm. Em intervalos de 12 horas, 2 mL da cultura foram retirados para
avaliar a degradacdo de amido (Abs 660nm), o crescimento celular (OD 600nm),
acucares redutores (Abs 550 nm) e glicose (Abs 510 nm). Como pode ser observado
na figura 43A, os clones Sc YEpGA + YEpAMY1 e Sc YEpAMY1 degradaram
praticamente todo o amido do meio em 48h de crescimento e a quantidade de amido
no meio ndao chegou a zero possivelmente pelo limite de detec¢cdo do método de
dosagem de amido (Fuwa, 1954). A lenta degradacdo do amido pelo clone Sc YEpGA
€ explicada pelo modo de a¢@o desta enzima. Como ja foi explicado anteriormente, os
clones que expressam amilase obt€ém um decaimento brusco da coloragdo do
complexo iodo-amido em relagdo ao clone Sc YEpGA. Como pode ser observado na
Figura 43B o clone Sc YEpAMY1 + YEpGA cresceu melhor do que os clones que
expressavam cada enzima separadamente, pois na co-expressao existe uma maior
eficiéncia de utilizacdo do amido em relagdo aos clones que expressam as enzimas
separadamente. Isso pode ser explicado pela liberagdo de agicares redutores e glicose
no meio (Figuras 43C e D). Ao gerar agicares redutores de pequena cadeia pela agdo
da amilase sobre o amido, o efeito sinérgico da glicoamilase promove a liberagdo de
glicose no meio, sendo rapidamente assimilado pela levedura (Figuras 43C e D).

O crescimento do clone Sc YEpGA pode ser explicado pela grande liberacdo
de glicose no meio ao longo de 120 h (Figura 43D). No entanto, dentre as
construgdes, essa cepa produz a menor quantidade de agucares redutores (Figura
43C). O menor crescimento observado para o clone Sc YEpAMY1 ¢ explicado pelo
fato de a amilase expressa ndo gerar fonte de carbono assimilavel pela levedura, muito
embora tenha sido liberada uma grande quantidade de aciicares redutores no meio

(Figuras 43C).
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Figura 43. Analise da eficiéncia de utilizacao do amido por clones recombinantes
de S. cerevisine CENPK2. Clones de S. cerevisiae co-expressando a amilase e a
glicoamilase (SCYEpAMY1 + YEpGA) (e), somente a glicoamilase (YEpGA) (m) e
somente a amilase (YEpAMY1) (A ) foram crescidos em meio minimo contendo amido
com tunica fonte de carbono para dosagem da degradacdo de amido (A), crescimento
celular (B), actcares redutores (C) e glicose (D).
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Além desses resultados foi realizado um ensaio qualitativo piloto utilizando
um “fermentdmetro” com o objetivo de verificar se o clone Sc YEpGA + YEpAMY1
era capaz de produzir etanol a partir de amido. Apés 120 h de cultivo a quantidade de
etanol produzida foi calculada estequiometricamente pela massa de didxido de
carbono liberada durante o processo fermentativo. Dados preliminares estimam-se que
esse clone produziu cerca de 116 g/L. de etanol a partir de amido. Estes resultados
mostram que o clone Sc YEpGA + YEpAMY!1 t€m um grande potencial para
produzir etanol a partir de amido como unica fonte de carbono. No entanto,
experimentos adicionais precisam ser realizados para verificar a producdo de etanol
desse clone em fermentadores.

Virios autores tém feito diferentes estratégias para constru¢do de cepas de
S. cerevisiae que sejam capazes de utilizar de forma mais eficiente o amido para a
produgdo de etanol. Por exemplo, Steyn & Pretorius (1991) construiram uma cepa de
S. cerevisiae contendo os genes da amilase de Bacillus amiloliquefaciens e da
glicoamilase de Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus que aumentou de forma
sinérgica a degradacdo do amido quando crescida em meio contendo amido como
unica fonte de carbono. Moraes et al. (1995) construiram uma cepa de S. cerevisiae
contendo no mesmo plasmidio os genes da amilase de Bacillus subtilis e o gene da
glicoamilase de A. awamori. O gene da amilase foi colocado sobre o controle do
promotor ADHI enquanto o gene da glicoamilase sobre o controle do promotor PGK.
Os autores relataram que essa levedura transformada era capaz de crescer em meio
contendo amido como tnica fonte de carbono e usar os agicares produzidos na
degradacdo do amido para o crescimento celular. Janse & Pretorius (1995)
construiram uma cepa de S. cerevisiae contendo os genes da amilase de Bacillus
amiloliquefaciens, glicoamilase de S. cerevisiae var. diastaticus e pululanase de
Klebisiella pneumoniae. Os genes da amilase e da glicoamilases foram colocados
sobre o controle do promotor do microrganismo nativo enquanto que o gene da
pululanase foi colocado sobre o controle do promotor ADH . Esses autores afirmaram
que a introducdo do gene da pululanase resultou em 99% de assimilagdo do amido
pela levedura recombinante. Murai et al. (1999) construiram uma cepa de S.
cerevisiae expressando na superficie celular da levedura a amilase de Bacillus
stearothermophilus e a glicoamilase de Rhizopus oryzae. Os autores observaram que a
levedura transformada foi capaz de crescer em meio contendo amido como tnica

fonte de carbono. Marin et al. (2001) construiram uma cepa industrial de S. cerevisiae

101



contendo o gene da amilase de Schwanniomyces occidentalis (SWA2). Essa cepa foi
capaz de hidrolisar 95% do amido do meio em 35 horas de crescimento. Eksteen et
al.(2003) expressaram a amilase de Lipomyces kononenkoae e a glicoamilase de
Saccharomycopsis em S. cerevisiae sob o controle do promotor PGK e observaram
que a levedura recombinante foi capaz de utilizar 80% do amido do meio. Ghang et
al. (2007) construiram uma cepa de S. cerevisiae expressando os genes da amilase e
da glicoamilase da levedura Debaryomyces occidentalis e mostraram que a levedura
recombinante teve atividade de amilase e glicoamilase similar ao microrganismo
nativo. Wong et al. (2007) relataram que uma cepa de S. cerevisiae recombinante
expressando uma o-amilase mutante de cevada (AMY) e uma glicoamilase do
cogumelo lentinula edodes tornou a levedura recombinante capaz de hidrolisar amido
em uma taxa maior do que a S. cerevisiae expressando as enzimas separadamente.

De fato, o uso simultdneo de a-amilases e glicoamilases € uma pratica comum
nas industrias, sobretudo na de etanol, como uma etapa preparatéria para a utilizagdo
do amido na producio de xaropes de glicose e na producao de etanol (Van der Maarel
et al., 2002). Uma cepa de S. cerevisiae expressando amilase e glicoamilase
simultaneamente poderia ser extremamente util na inddstria de etanol, pois ajudaria
tanto na eliminacdo da etapa de sacarificacdo quanto na reducdo do custo que se tem

com aplicacdo de enzimas exdgenas.
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CONCLUSOES

® A maior produgdo amilolitica de C. flavus (~15 U/mL) se deu no meio de cultura
contendo amido 2% e YNB 1,34%, sendo 24 horas o tempo ideal de crescimento

celular e atividade enzimatica;

e O gene AMYI, isolado de C. flavus, possui dois introns de tamanhos 46 e 37 pb

com a versdao gendmica possuindo 1979 pb e cDNA 1896 pb, respectivamente;

¢ O cDNA correspondente ao gene da amilase de C. flavus (AMYI) foi expresso
com sucesso em S. cerevisiae CENPK2 sendo relatado pela primeira vez na

literatura a expressdo de uma gene de C. flavus em S. cerevisiae;

* Amyl apresenta 97% de identidade com a seqiiéncia da AMY-CS2. No entanto,

13 diferencas em termos de residuos de aminodcidos sdo observadas.

e As amilases nativa e recombinante foram purificadas com sucesso usando as
colunas Q-Sepharose e Sephacryl obtendo um rendimento de purificagdo de 30%

e 10%, respectivamente.

e A amilase nativa e recombinante quando tratadas com a enzima de N-
deglicosilacio PNGase F apresentaram a mesma massa molecular de 66 kDa,

indicando que sdo glicosiladas;
e A amilase recombinante foi caracterizada bioquimicamente apresentando as

seguintes caracteristicas: pH o6timo de 5,5, temperatura 6tima de 60°C,

termoestabilidade a 55°C por 1h e Kj,, de 0,37 mg/mL;
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A amilase recombinante foi classificada como uma a-amilase tipica apds a andlise
dos produtos de hidrélise do amido, amilopectina, amilose, glicogénio e pululana

em Cromatografia em Camada Delgada (TLC);

Os genes da amilase de C. flavus (Amy1) e da glicoamilase de A. awamori (GA)

foram co-expressos com sucesso em S. cerevisiae CENPK2.

O clone Sc YEpAMY1 + YEpGA ¢é capaz de crescer em meio contendo amido
como Unica fonte de carbono melhor em relacdo aos clones expressando a amilase
ou a glicoamilase separadamente, obtendo o crescimento miximo em 72 h de

cultivo.

Estudo preliminares usando “fermentdmetros” indicam que o clone
Sc YEpAMY1 + YEpGA ¢ capaz de produzir 116g/L de etanol a partir de amido,
no entanto, experimentos em fermentadores precisam ser realizados para a

quantifica¢do mais precisa da quantidade de etanol produzido.
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PERSPECTIVAS

® Analisar a regido promotora do gene AMYI a fim de que sejam estudados os

mecanismos de regulacdo da transcri¢do desse gene;

® Produzir altos niveis da amilase nativa e da recombinante para estudos

estruturais;

e Fazer mutacdes sitio-dirigida nos sitios de N-glicosilacio da amilase
recombinante e determinar o efeito dessas modificacdes na secrecdo e

atividade enzimatica,;

¢ Fazer ensaios de O-deglicosilacdo nas amilases nativa e recombinante;

e Determinar o K, da amilase nativa e da recombinante para amido,

amilopectina, amilose e glicogénio;

e Otimizar as condi¢des de cultivo do clone Sc YEpAMY1 + YEpGA visando a

quantificagcdo da producéo de etanol a partir de amido;

e C(Clonar o gene da amilase de C. flavus e da glicoamilase de A. awamori por
meio de integragdo no genoma de uma cepa industrial de S. cerevisiae e
comparar os niveis de etanol produzido entre as cepas industrial e de

laboratoério.
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ANEXO 1

Alinhamento entres os genes AMY1 e amy-CS2
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1965
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- CFAMY5 - CFSP5

ATGGCTCCTGTCCGCTCCCTAGCTGGGGCCCTGCTCGCCTCTCTAGGACTGGTCGCTGGCCTGTCTCCAGCCGAATGGCGAAGCCAGTCCATCTACCAGGTCGTCACCGA
ATGGCTCCTGTCCGCTCCCTAGCTGGGGCCTTGCTCGCCTCTCTAGGACTGGTCGCTGGCCTGTCCCCTGCGGAATGGCGAAGCCAGTCCATCTACCAGGTGGTCACCGA

Sact ~ CFAMYSEQ5
CCGCTTTGCGCTCGACAATGGCGGAAACTCGCCTTCTTGCTCGGGTCAAAGCGAGCTCAACCTCTACTGCAATGGCACCTTTGCAGGCATCATCGACAAGCTGGACTATA
CCGCTTTGCGCTCGACAATGGCGGCAACTCCCCTTCTTGCTCAGGACAGAGTGAGCTCAACCTCTACTGCAATGGCACCTTTGCAGGTATCATCGACAAGCTCGACTATA
BamHI - CF5

TCCAGAACATGGGCTTCACCGCCATCTGGATCTCGCCCGTGGTCAAGAACATCGACGGTGGCTCACCTAATGGCTACACGCCTGACGGATCCGCTTACCACGGCTACTGG
TCCAGAACATGGGCTTCACTGCCATTTGGATCTCGCCCGTAGTCAAGAACATCGATGGGGGCTCGCCTAACGGATACACGCCCGACGGATCCGCTTACCACGGCTACTGG

GCTCAGGACATCTACGAGATCAACCCACACTTCGGCGGAGCGTCAGGTCTGACCGACCTGTCGAACGCTTTGCACAACCGGGGCATGTACTTGATGGTGGACGTTGTCGT
GCTCAGGACATCTACGAGATCAACCCCCACTTCGGCGGGGCGTCAGGCCTGACCGACCTGTCARACGCTTTGCATAGCCGAGGCATGTACTTGATGGTGGACGTCGTCGT

CAACCATATGGCGTACTACTGCGGCACCAATGGCGGATGCGGTCCCGGCAACTCGGTCAACTACGGATCGTTCACGCCTTTCAACAGCGAGTCATACTTCCACCCGTTCT
CAACCACATGGCGTACTACTGCGGTACCGATGGCGGATGCGGTCCTGGCAACTCGGTCAACTACGGATCGTTCACGCCTTTCAACAGCGAGTCATACTTCCACCCGTTCT

GCGAGATCGATTACAACAACCGCACGAGCATCCTCGACTGCTGGGAGGGTGACGAGATCGTGCCGCTCGTCGACCTCCGGACAGAGGACTCGGACGTGCAGTCCATCTTC
GCGAGATCGACTACAACAACCGCACGAGCATCCTCGATTGCTGGGAGGGTGACGAGATCGTGCCGCTCGTCGACCTCCGGACCGAGGACTCGGACGTGCAGTCCATCTTC

AACTCGTGGATCAGCAACTTGATCCAGACGTACAACATCGACGGCCTCCGGATAGACTCGCTCCAGCAGTCTGGCTCCTTCTTCTTCCCGGGGTTCAACCAGGCCGCGGG
AACTCGTGGATCAGCAACTTGATCCAGACGTACAACATTGACGGCCTGCGAATCGACTCGCTCCAGCAGTCCGGCTCCTTCTTCTTCCCGGGTTTCAACCAGGCCGCAGG

CGGCATGTATATGGTCGGCGAGGTCTTCAACGGCAACCCGTCCTACGTCTGCCCTTACCAGCAGGCTGGCATGCCAGGTGTCCTCAACTACCCTATgtgagtecttgetge
TGGCATGTACATGGTCGGCGAGGTCTTTAACGGCAGCCCGTCCTACGTCTGCCCCTACCAGCAAGCTGGCATGCCGGGCGTCCTCAACTACCCTATgtgagtecttgetge

ggcagccgatgagactacagctcacggetaagGTTCTTCTACATCACCAATGCCTTCCAGACCTCGTCTGGCAGCATGAGCCAGCTCGCTCAGGGAATTTCGGCCATGCA
ggcagccgatgagactacagctcacggetaagGTTTTTCTACATTACCAATGCCTTCCAGACCTCGTCGGGCAGCATGAGCCAGCTGGCTCAGGGTATCTCGGCCATGCA
- CFAMYSEQ3

ATCTGACTGCTCGGACACAACGCTCCTCGGAAGgtaagt---cttg—--------- cttgggggactctagctcataa--gacagCTTCTTGGAGAACCAGGACAACCC
GTCTGACTGCTCCGACACAACGCTTCTTGGGAGgtaagttaactttecgatacatcggecttgetatgecagtgetgatagtegecagCTTCTTGGAGAACCAGGACAACCC

ACGCTTCCCCAGTCAGACGAACGACCTAACCCGTGCTCAGAACGCGATCGCCTTCACCATGCTGCAGGACGGTATCCCCATCACCTACTACGGCCAAGAGCAGCACCTGT
ACGTTTCCCCAGTCAAACGAGCGACCTCACTCGTGCTCAGAACGCTATCGCCTTCACCATGCTTCAGGACGGTATCCCCATCACCTACTACGGTCAGGAGCAGCACCTCT
~ CF3
CCGGCTCTGGCGTCCCCCTTAACCGAGAGGCGCTGTGGACGTCGGGCGGATACGACTCCTCGTCGCCGCTGTACAAGATGATTACGACGGTGAACCAGCTGAGAACGCTC
CCGGCTCAGGCGTCCCTCTCAACCGAGAGGCACTGTGGACGTCGGGCGGGTACGACACCTCGTCGCCGCTGTACGAGATGATCACGACCGTGAACCAGCTGAGGACGCTC

GCGATCAAGCAGAACGGCGGCTTTGTGACCTACAAGATCCAGGTGCCATACACCGACTCGAACCATATCGTCACGCGCAAGGGCAACTCGGGCTACCAGATTGTCGGCGT
GCGATCAAGCAGAACGGGGGCTTTGTGACCTACAAGATTCAGGTGCCATACACCGACTCGAACCACATTGTCACGCGCAAGGGCAACTCGGGCTACCAGATTGTCGGCGT

CTACACCAACGTCGGCTCCGCTGGCGCGTCTTCAACCTTATCCCTCTCTTCGTCCGAGACCGGGTTCCAGGCCTCTGAACCGGTCATGGACGTCCTGTCCTGCACGCTGT
CTACACCAACGTCGGCTCCGCCGGGTCATCTTCGACCTTGTCAATCTCCTCGTCCGAGACCGGGTTCCAGGCATCGGAGCCGGTGATGGACGTCCTGTCTTGCACGCTGT

ACCATACTGGTAGTGACGGGAGCCTGTCATTCACCATGACTGGCGGCCTGCCCCGAGTCTTCTACAACGCCACGGCCCTGGCCGAGAGCAGTCTCTGCACAACCTACACG
ACCATACCGGTACTGACGGTAGCCTATCTTTCACCATGACTGGCGGCCTGCCTCGAGTCTTCTACAACGCCACGGCCCTTGCCGAGAGCAGTCTCTGCACAACTTACACG

ACGGCGACCCCGCCGCCTGGCGGCTGCTCCGCGGGCACTGTGGTGTTCGACGTCTATGTCCAGACGCAGTACGGCCAGAGCGTCGTCATCGCGGGTAACATCCCCCAGCT
ACGGCGTCCCCGCCGCCTGGCGGCTGCTCCGCGGGTACTGTCGTGTTCGACGTCTACGTGCAGACACAGTACGGCCAGAGCGTGGTCATCGCGGGCAACATCCCCCAGCT

CGGCAACTGGAGCCCGGCGAACGGCTTGAACCTCAACGCAAACCAGTACACGGCATCGAGCCCCAAGTGGACCGGGACCATCACCGGCGTCGCACCCGGTACCACGTTCC
CGGCAACTGGAGTCCGGCCAACGGCTTGAACCTCAACGCAAACCAGTACACGGCATCAAGCCCCAAGTGGACCGGAACCATCACCGGTGTGGCCCCGGGCACCACGTTCC
~ CFAMY3
AGTGGAAGCCCATCGTCGTTACCAATGGTAATGACAACTGGTACACTGGCAGCAACCAGCAGGCCACGACGGGTTCGGCCTGTAGCTCGCCCGCGACCGATATCGAGTTT
AGTGGAAGCCCATCGTCGTCACCAACGGTAATGACAACTGGTACCCCGGCAACAACCAGCAGGCCACGACGGGTTCGGCCTGCAGCTCGCCCGCGGCCGACATCGAGTTT

ACGTGGTCCTCCTAG
ACGTGGTCCTCCTAG

Alinhamento entre os genes AMY1 e amy-CS2. A posicdo dos primers usados para amplicar
e seqlienciar o gene AMY1 estdo representados por caixas em cinza. O sitio de Sacl e BamHI
usado para confirmacéo da clonagem do gene AMY1 no YEp351PGK estdo representados por
caixas em verde e amarelo, respectivamente. Os introns estdo representados por letras
mindsculas em azul.



ANEXO 2

Sequéncia de nucleotideos de AMY1 depositada no GenBank



EU014874. reports Cryptococcus flav...[gi:154354702] Links

LOCUS EU014874 1979 bp DNA linear PLN 25-FEB-2008
DEFINITION Cryptococcus flavus alpha-amylase (AMY1) gene, complete cds.
ACCESSION  EU014874

VERSION EU014874.1 GI1:154354702
KEYWORDS -
SOURCE Cryptococcus flavus

ORGANISM Cryptococcus flavus
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Basidiomycota; Agaricomycotina;
Tremellomycetes; Tremellales; mitosporic Tremellales; Cryptococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1979)
AUTHORS  Galdino,A.S., Ulhoa,C.J., Moraes,L.M.P., Prates,M.V., Bloch,C. Jr.
and Torres,F.A.G.
TITLE Cloning, molecular characterization and heterologous expression of
AMY1, an alpha-amylase gene from Cryptococcus flavus
JOURNAL  FEMS Microbiol. Lett. 280 (2), 189-194 (2008)
REFERENCE 2 (bases 1 to 1979)
AUTHORS  Galdino,A.S., Ulhoa,C.J., Moraes,L.M_P. and Torres,F._A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-JUL-2007) Biologia Celular, Universidade de Brasilia,
Campus Darcy Ribeiro, Brasilia, DF 70910-900, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1979
/organism=""Cryptococcus flavus"
/mol_type=""genomic DNA"
/db_xref=""taxon:5416"
gene <1..>1979
/gene="AMY1"
mRNA join(<1..866,913..1023,1061..>1979)
/gene="AMY1"
/product=""alpha-amylase"
CDS join(1..866,913..1023,1061..1979)
/gene="AMY1"
/EC number="3.2.1.1"
/codon_start=1
/product=""alpha-amylase"
/protein_id="ABS76467.1"
/db_xref="G1:154354703"
/translation="MAPVRSLAGALLASLGLVAGLSPAEWRSQSIYQVVTDRFALDNG
GNSPSCSGQSELNLYCNGTFAGI IDKLDY IQNMGFTAIWISPVVKNIDGGSPNGYTPD
GSAYHGYWAQD 1 YE INPHFGGASGLTDLSNALHNRGMYLMVDVVVNHMAYYCGTNGGC
GPGNSVNYGSFTPFNSESYFHPFCEIDYNNRTSILDCWEGDE 1 VPLVDLRTEDSDVQS
IFNSWISNLIQTYNIDGLR IDSLQQSGSFFFPGFNQAAGGMYMVGEVFNGNPSYVCPY
QQAGMPGVLNYPMFFY ITNAFQTSSGSMSQLAQG I SAMQSDCSDTTLLGSFLENQDNP
RFPSQTNDLTRAQNAIAFTMLQDGIPITYYGQEQHLSGSGVPLNREALWTSGGYDSSS
PLYKMITTVNQLRTLAIKQNGGFVTYKIQVPYTDSNHIVTRKGNSGYQIVGVYTNVGS
AGASSTLSLSSSETGFQASEPVMDVLSCTLYHTGSDGSLSFTMTGGLPRVFYNATALA
ESSLCTTYTTATPPPGGCSAGTVVFDVYVQTQYGQSVVIAGN IPQLGNWSPANGLNLN
ANQYTASSPKWTGT ITGVAPGTTFQWKP IVVTNGNDNWYTGSNQQATTGSACSSPATD
IEFTWSS"
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A Cryptococcus flavus gene (AMY1) encoding an extracellular o-amylase has been
cloned. The nucleotide sequence of the ¢cDNA revealed an ORF of 1896 bp
encoding for a 631 amino acid polypeptide with high sequence identity with a
homologous protein isolated from Cryptococcus sp. S-2. The presence of four
conserved signature regions, (I) MYDYVVNH", (I1) *GLRIDSLQQ**, (III)
Z63GEVEN?Y) (1IV) **’FLENQD™?, placed the enzyme in the GH13 a-amylase
family. Furthermore, sequence comparison suggests that the C. flavus o-amylase
has a C-terminal starch-binding domain characteristic of the CBM20 family.
AMY1 was successfully expressed in Saccharomyces cerevisiae. The time course of
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amylase secretion in S. cerevisiae resulted in a maximal extracellular amylolytic
activity (3.93UmL™") at 60h of incubation. The recombinant protein had an
apparent molecular mass similar to the native enzyme (c. 67 kDa), part of which
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was due to N-glycosylation.

Keywords
Cryptococcus flavus; a-amylase; heterologous
expression; Saccharomyces cerevisiae .

Introduction

a-Amylases (EC 3.2.1.1) are endo-glycosyl hydrolases that
randomly cleave the a-1,4-glycosidic bonds present in starch.
This reaction generates linear and branched oligosaccharides
of various lengths. The a-amylase family consists of several
enzymes that share common characteristics, such as a parallel
(0/B)g barrel structure and the catalytic mechanism (Van der
Maarel et al., 2002). They also contain four highly conserved
regions comprising the catalytic centre, the substrate and
Ca“—binding sites (Janecek, 1997; MacGregor et al., 2001).
Only c¢. 10% of the known amylases are capable of binding
and degrading raw starch and these enzymes possess a distinct
sequence-structural module called a starch-binding domain
(SBD) (Machovi¢ & Janecek, 2006).

o-Amylases are among the most important industrial
enzymes, with many applications in starch processing,
brewing, alcohol production, textile and other industries
(Gupta et al., 2003). Industrial processes for hydrolysis of
starch to glucose rely on inorganic or enzymatic catalysis.
The use of enzymes is preferred as it offers a number of
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advantages, including improved yields and cost savings
(Satyanarayana et al., 2004). Enzyme hydrolysis also allows
greater control over the specificity of the reaction and the
stability of the generated products. The enzymes used in the
industrial conversion of starch are estimated to account for
10-15% of the total world enzyme market (Satyanarayana
et al., 2004).

Yeast species such as Schwanniomyces occidentalis, Lipo-
myces kononenkoae and Streptomyces fibuligera are known to
produce highly active extracellular o-amylases and glucoa-
mylases (Steyn & Pretorius, 1990). During the course of
screening for amylolytic yeasts in the Brazilian biodiversity,
a species classified as Cryptococcus flavus was isolated and its
secreted amylase was biochemically characterized (Wanderley
et al., 2004). The purified a-amylase (hereafter called Amy1)
exhibited important properties for biotechnological appli-
cations such as a low K, (0.0056 mg mL™") for soluble
starch, high stability at pH 5.5 and optimal temperature at
50 °C. These features prompted the authors to explore the
use of Amyl in biotechnological processes such as starch
conversion for the production of ethanol.
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Although C. flavus is able to metabolize starch, it cannot
produce high yields of ethanol and may be pathogenic to
humans. On the other hand, the baker’s yeast Saccharomyces
cerevisiae is widely used for the industrial production of
ethanol and has the Generally Regarded as Safe (GRAS)
status. However, S. cerevisiae cannot degrade starch to
fermentable sugars unless an external source of amylase is
provided or the yeast is genetically modified to express these
enzymes (Steyn & Pretorius, 1990).

The present study describes the isolation of an a-amylase
gene (AMYI) from the yeast C. flavus. This gene was
successfully expressed in S. cerevisige, showing that this
system may be used in starch-conversion processes using
Amy]l as a source of a-amylase activity.

Materials and methods

Strains and plasmids

The C. flavus strain used in this work was maintained at the
Molecular Biology Laboratory (Universidade de Brasilia,
Brazil). Escherichia coli strain DH5a and plasmid pGEM-
T® (Promega) were used for general DNA manipulations.
Plasmid YEp351PGK (Moraes et al,, 1995) was used to
express AMY1 in S. cerevisiae CENPK2 (MaTa/o, ura3-52/
ura3-52, leu2-3,112, trp1-289/trp1-289, his3-1/his3-1).

Culture conditions

Cryptococcus flavus was cultured at 25 °C in YPD (1% yeast
extract, 2% peptone and 2% glucose) or synthetic starch
medium (SSM: 0.67% YNB, 2% starch). For heterologous
expression in S. cerevisiae, synthetic dextrose (SD) minimal
medium containing 0.67% yeast nitrogen base (YNB), 2%
glucose, 50 mM acetate buffer pH 5.5 and the appropriate
amino acid supplements was used. SDA medium (0.67%
YNB, 1% starch, 2% glucose, 50 mM acetate buffer, pH 5.5,
2% agar and appropriate amino acid supplements) was used
for plate detection of amylolytic activity. Luria—Bertani (LB)
medium (1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl,
pH 7.3) containing 100 ugmL™" ampicillin was used for
selection and growth of bacterial transformants.

Protein sequencing and molecular biology
techniques

After growing C. flavus on SSM media for 60h at 25°C,
a-amylase was purified from culture supernatants as de-
scribed previously (Wanderley et al., 2004). The internal
fragments were produced by proteolytic digestion using
immobilized bovine trypsin (Pierce) in a solution of ammo-
nium bicarbonate, pH 7.8. The mixture of amylase/immo-
bilized trypsin was incubated at 37 °C for 4h in an orbital
shaker. The supernatant was collected after centrifugation
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and directly spotted onto a matrix-assisted laser desorption
ionization (MALDI) plate with a saturated matrix solution
of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid. Peptide sequences of
the native secreted enzyme were identified by monoisotopic
mass analyses and sequenced using MS/MS data produced
by past source decay (PSD) and collision induced dissocia-
tion (CID) fragmentation experiments obtained on a MAL-
DI TOF-TOF Ultraflex®™ II spectrometer (Bruker Daltonics,
Billerica). All DNA manipulations were carried out as
described in Sambrook & Russel (2001). Restriction en-
zymes were obtained from New England Biolabs and
Promega and used as instructed by the suppliers. All plasmid
DNA was prepared with the QIAprep™ Spin Miniprep Kit
(Qiagen).

Cloning of AMY1

Based on the sequence of amy-CS2, the Cryptococcus sp. S-2
a-amylase gene described by Iefuji et al. (1996), primers CF5
and CF3 were designed (Table 1), which were used in a PCR
reaction containing 20ng of C. flavus genomic DNA,
10 pmol of each primer, dNTPs at 2.5mM and 1 U of Taq
DNA polymerase (Cenbiot, Brazil) in a final reaction
volume of 50 pL. The system was submitted to 30 amplifica-
tion cycles of 94 °C for 1 min, 50 °C for 1min, 72°C for
1.5min and a final elongation cycle (5min for 72°C). A
c. 0.9-kb amplicon was cloned into the pGEM-T® vector
and sequenced. Because the cloned fragment showed high
sequence identity to amy-CS2, primers CFAMY5 and CFA-
MY3 were designed (Table 1) to clone the entire genomic
coding region (c. 2.0 kb) by PCR using Tgo DNA polymerase
(Roche Molecular Biochemicals) and the following condi-
tions: 35 amplification cycles of 94 °C for 30, 55 °C for 60's,
72 °C for 2 min, followed by a final elongation cycle (72 °C
for 7min). A reverse transcriptase (RT)-PCR procedure
was used to clone the ¢. 1.9-kb AMYI cDNA. Briefly, total
RNA from C. flavus cells grown in SSM was isolated using
the TRizol® method (Invitrogen) and cDNA was synthe-
sized using the SuperScript™ III First Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen) following the supplier’s
recommendations. PCR was carried out with Tgo DNA
polymerase using primers CFAMY5 and CFAMY3 as de-
scribed above. The nucleotide sequence for AMYI1 was
deposited at GenBank under accession number EU014874.

Table 1. Primers used in this work

Primer Sequence (5 — 37) RS*
CF5 GCTTACCACGGTTACTGG -
CF3 CCACAGTGCCTCTCGGT -
CFAMY5 AGATCTACCATGGCTCCTGTCCGCTCCCTAG Bgl Il
CFAMY3 AGATCTCTAGGAGGACCACGTAAACTC Bgl Il

*RS, restriction site (underlined).
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DNA sequencing, protein and gene analysis

in silico

DNA sequencing was performed using the MegaBACE®™
Dye Terminator procedure (GE Healthcare) and reactions
were analysed in a MegaBACE®™ 1000 automatic DNA
sequencer (GE Healthcare). The web interface at the Na-
tional Center for Biotechnology Information (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) was used to conduct the search for
sequence similarity via BLAST tools (Altschul et al., 1990).
Putative N-glycosylation sites were predicted using the
NetNglyc 1.0 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetN
Glyc/). The Compute Pi/Mw tool (http://www.expasy.org/
tools/pi_tool.html) was used for protein molecular mass
calculations. Sequence alignments were performed using
cusTAL W (Thompson et al., 1994).

Heterologous expression and amylase
production

In order to express AMY1I in S. cerevisiae, the cDNA was
amplified by RT-PCR using primers CFAMY5 and CFA-
MY3, which introduce Bgl II sites at amplicon ends (Table
1). The cloned cDNA was digested with Bgl II, and the c. 1.9-
kb fragment was isolated and cloned into the yeast expres-
sion vector YEp351 PGK linearized with the same enzyme.
The resulting vector was named YEpAMY1. Saccharomyces
cerevisize CENPK2 was transformed as reported previously
(Chen et al.,, 1992). Transformants expressing o-amylase
were selected by the production of hydrolysis haloes after
72 h of incubation at 30 °C in SSM and stained with iodine
vapour as described by Moraes et al. (1995). A colony of S.
cerevisiae harbouring YEpAMY1 was precultured in SD
medium and 2mL of this culture was transferred to a 1-L
conical flask containing 200 mL of the same medium. Cells
were incubated at 30 °C on a rotatory shaker at 200 r.p.m.,
and cell growth was monitored at 600 nm. At different time
intervals, 5mL samples were collected and centrifuged at
5000 g for 10 min and the supernatant was used for further
analysis. a-Amylase activity was determined by monitoring
starch hydrolysis as described by Moraes et al. (1995). One
unit of amylase activity was defined as the amount of
enzyme necessary to hydrolyse 0.1 mg of starch per minute.
Protein deglycosylation was performed with PNGase F (New
England Biolabs) according to the manufacturer’s instruc-
tions.

Electrophoresis and enzymatic activities in gel

The apparent molecular mass of the recombinant enzyme
was determined in a 12% sodium dodecyl sulphate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970). Proteins were visualized after silver staining as
described by Blum et al. (1987). Molecular mass markers
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were as follows: B-galactosidase (116 kDa), bovine serum
albumin (66.2kDa), ovalbumin (45kDa), lactate dehydro-
genase (35kDa), REase Bsp98l (25kDa), B-lactoglobulin
(18.4kDa) and lysozyme (14.4kDa) (Fermentas Life
Sciences). Activity gels were prepared as described by
Wanderley et al. (2004). Briefly, after samples were resolved
on a 12% SDS-PAGE, the gel was washed with distilled
water, incubated with 50 mM sodium acetate (pH 5.5) for
60 min and then incubated at 4°C for 12h in a solution
containing 0.5% starch (in 50 mM sodium acetate, pH 5.5).
After this incubation period, the gel was further incubated at
37°C for 2h and bands displaying amylase activity were
detected after staining with iodine solution (1% I, in 0.5 M KI).

Results and discussion

Isolation of the AMY7 gene

A secreted o-amylase from C. flavus was purified from
culture supernatants and sequence analysis of two tryptic
fragments revealed 100% identity to positions 21-38 and
420-433 of AMY-CS2, the a-amylase isolated from Crypto-
coccus sp. S-2 (Iefuji et al., 1996). Because the two proteins
shared high sequence identity, primers were designed based
on the sequence from amy-CS2 and an ¢. 2.0-kb amplicon
corresponding to the genomic version of AMY1 was ob-
tained. AMY1 contains two introns at positions 867-912 and
1024-1060. These introns begin with GT(G/A)AGT and end
with AG, which are general intron signatures. The first
intron in AMY1 is of a size equal to the first intron present
in amy-CS2 (46 bp) while the second intron (37 bp) is 16 bp
smaller. The AMYI1 cDNA was cloned by RT-PCR using
mRNA isolated from cells grown in the presence of starch.
The cDNA sequence showed the highest identities with the
Cryptococcus sp. S-2 and Aspergillus niger o-amylase genes:
92% and 89%, respectively. The deduced protein, Amyl, has
631 amino acid residues and its sequence exhibits homology
to a-amylases from Cryptococcus sp. S-2 (97%), Aspergillus
terreus (46%), Aspergillus fumigatus (45%), Aspergillus
clavatus (44%) and Aspergillus kawachii (44%). Sequence
comparison with other amylases places Amyl in the GH13
family because it has the four conserved signature regions (I,
I1, 111, IV) present at positions 144—149, 235-243, 263-267
and 327-332 and the highly conserved catalytic residues
Asp-239, Glu-264 and Asp-332 present in regions II, IIT and
IV, respectively (Fig. 1). Furthermore, the five amino acid
residues His-149, Asp-239, Glu-264, Gln-331 and Asp-332
in Amy]1 correspond to residues His-122, Asp-206, Glu-230,
His-296 and Asp-297 in Taka-amylase (Janecek, 1997). Asp-
206, Glu-230 and Asp-297 were found to play a role in
catalysis while His-122, His-210 and His-296 have been
shown to be involved in substrate recognition in the active
site in mammalian pancreatic a-amylases (Ishikawa et al.,
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Source Region I Region 11 Region 111 Region IV
Bacteria
Bacli 129 DVVINH 256 GFRLDAVKH 289 AEYWQ 352 FVDNHD
Bacsu 138 DAVINH 213 GFRFDAAKH 248 GEILQ 305 WVESHD
Ecoli 101 DVVVNH 231 GFRIDAVKH 264 AEYWS 327 LVANHD
Archaea
Pyrfu 132 DVVINH 219 GWRFDYVKG 246 GEYWD 309 FVANHD
Pyrsp 133 DIVINH 220 AWRFDYVKG 247 GEYWD 310 FVANHD
Thchy 129 DIVINH 216 AWRFDYVKG 244 GEYWD 306 FVANHD
Eucarya
Aspor 138 DVVANH 223 GLRIDTVKH 250 GEVLD 313 FVENHD
Crysp 144 DVVVNH 235 GLRIDSLQQ 263 GEVFN 327 FLENQD
Cryfl 144 DVVVNH 235 GLRIDSLQQ 263 GEVFN 327 FLENQD
BarHIG 101 DIVINH 200 GWRFDFAKG 226 AEIWT 308 FVDNHD
* * *
Consensus DVViNH gfRfD vK gEyw fvdnhD
Fig. 1. Multiple sequence alignment of the conserved signature regions (I, Il, il and IV) of a-amylases from several organisms. The figure compares

amino acids of Bacli (Bacillus liqueniformis strain ATCC 27811, accession no. P06278), Bacsu (Bacillus subtilis, accession no. P00691), Ecoli (Escherichia
coli strain JA11, accession no. P26612), Pyrfu (Pyrococcus furiosus strain DSM 3638, accession no. U96622), Pyrsp (Pyrococcus sp strain KOD1,
accession no. D83793), Thchy (Thermococcus hydrothermalis strain AL662, accession no. AF068255), Aspor (Aspergillus oryzae, accession no. P10529),
Crysp (Cryptococcus sp, accession no. D83540), Cryfl (this study, Cryptococcus flavus, accession no. EU014874) and BarHIG [Hordeum vulgare (barley),
accession no. P04063]. The three proposed catalytic residues are marked by asterisks. A residue is written in the consensus sequence (consensus) if it is

present in more than half of the a-amylases.

1992, 1993) and in the transition state stabilization, but not
directly in catalysis of barley a-amylase (Segaard et al.,
1993b). Interestingly, regions II and IV in Amyl contain
uncharged Gln (Gln-241 and GIn-331) in place of the highly
conserved His residues (His-210 and His-296 in Taka-
amylase A, respectively). A similar substitution was also
observed in region II of the Lipomyces kononenkoae
a-amylase (Kang et al., 2004). Janecek et al. (1999) observed
that a glycine replacing the histidine at the end of region II
was a general feature of archaeal as well as plant a-amylases.
It has been proposed that in Thermococcus profundus, these
residues may be involved in the catalytic mechanism (Lee
et al., 1996). The histidine residue of the Bacillus stearother-
mophilus a-amylase that is equivalent to His-210 in Taka-
amylase may control the specificity and thermal stability of
the enzyme (Vihinen et al., 1990). A similar function has
been reported for the same residue in the enzyme from
Bacillus subtilis (Takase, 1994). In CGTases, histidine resi-
dues are probably responsible for both cycling and amyloly-
tic activities (Mattsson et al., 1995). However, activity as well
as substrate specificity of these enzymes could be modified
by mutation of nonessential amino acid residues adjacent to
or near the catalytic residues (Takase, 1992; Inohara-Ochiai
et al., 1997).

Tefuji et al. (1996) proposed that the C-terminal region of
AMY-CS2 is implicated in raw starch binding. The SBD is
usually a distinct sequence-structural module that improves
the efficiency of an amylolytic enzyme, allowing it to bind
and digest raw and granular starch (Svensson et al., 1982;
Goto et al., 1994; Chen et al., 1995; Lo et al., 2002). Most
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carbohydrate-binding modules (CBMs) have been classified
into seven CBM familiess CBM20, CBM21, CBM?25,
CBM26, CBM34, CBM41 and CBM45 (Coutinho & Hen-
rissat, 1999; Machovi¢ & Janecek, 2006). The CBM20 family
is the best-studied one; in this family, all real SBD modules
are positioned C-terminally with regard to the catalytic
domain (Machovi¢ et al., 2005). Because of the high
sequence identity between Amyl and AMY-CS2, these
amylases should be placed in the CBM20 family.

Heterologous expression of Amy1in S. cerevisiae

The AMYI ¢DNA was cloned into YEp351PGK, which
allows constitutive expression of foreign genes under the
control of the yeast PGK1 promoter. The resulting plasmid,
YEpAMY1, was used to transform the S. cerevisiae CENPK2
strain and successful o-amylase expression was observed
after the formation of distinct hydrolysis haloes around
colonies (Fig. 2a—d). No starch hydrolysis halo was observed
in either untransformed cells or cells transformed with
YEp351PGK (Fig. 2e and f). The time course of growth and
secreted amylase production by a selected S. cerevisiae
transformant during batch culture is shown in Fig. 3. The
extracellular amylolytic activity increased during growth
and reached a maximal value (3.93UmL™") at 60h of
incubation (Fig. 3a). Cell growth was equivalent to that of
the clone transformed with the vector alone (data not
shown), indicating that the amylase production did not
impair cell growth, and resulted in constitutive and cumu-
lative production of o-amylase. Amylolytic activity was
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Fig. 2. Amylolytic activity of yeast transformants in plate assays. Sac-
charomyces cerevisiae CENPK2 was transformed with the indicated
plasmids and plated in SDA medium. After 72 h of growth at 30 °C, the
plate was stained with iodine vapour. Saccharomyces cerevisiae CENPK2
colonies transformed with YEpAMY1 (a, b, cand d); YEp351 PGK (e) and
untransformed cells (f).
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Fig. 3. Kinetics of Amy1 production by recombinant Saccharomyces
cerevisiae CENPK2 grown in liquid SD medium. (a) Growth curve (l) and
amylase activity (®) of a clone expressing AMY1. SDS-PAGE (b) and
zymogram (c) analysis of supernatants from different time courses. M,
molecular mass marker.

correlated to a single band with an apparent molecular mass
of ¢. 67 kDa, which is similar to that from the native enzyme
(Fig. 3b and c). After deglycosylation with PNGase F, which
removes the glycan portion of N-glycoproteins, both native
and recombinant enzymes showed a molecular mass of
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M - + M — + PNGase F

|

Fig. 4. N-Glycosylation state of Amy1. Twelve per cent SDS-PAGE
analysis of native and recombinant Amy1 with or without treatment
with PNGase F. M, molecular mass marker.

¢. 66 kDa, which is in good agreement with the predicted
size of the mature protein (65 865 Da) (Fig. 4a and b). Three
potential N-glycosylation sites were identified in Amyl
(°'NGT, °NRT and *°NPS) but more experimental data
are needed to confirm the precise location of these sites.
Although Amyl1 has 97% sequence identity with AMY-CS2,
the latter could only be efficiently secreted in yeast when its
C-terminal was deleted (Iefuji et al., 1996). The only striking
differences in the C-terminal region of both enzymes are
three substitutions at positions 606 (Pro — Thr), 608
(Asn — Ser) and 623 (Ala — Thr). It is unclear whether
these substitutions alone are enough to promote efficient
secretion of Amyl in S. cerevisiae.

This work represents the first report of the cloning and
secretion of a C. flavus o-amylase gene in S. cerevisiae. The
successful expression of Amyl in yeast shows that this
enzyme may be used in biotechnological processes. In fact,
work is under way to add a glucoamylase gene to system,
which should enable the resulting strain to ferment starch to
ethanol directly.
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Abstract

A Cryptococcus flavus gene encoding an extracellular a-amylase (AMY1) was cloned and
expressed in Saccharomyces cerevisiae cells. The extracellular recombinant amylase (Amy1) was
purified from the culture to homogeneity by two steps using chromatography on a Q-Sepharose
fast flow columm and then chromatography on a Sephacryl S-200 HR columm. The enzyme was
purified 3.79-fold with a yield of 10.3% of the total activity. The purified enzyme exhibited an
apparent molecular mass of 67 kDa as estimated by SDS-PAGE analysis. Enzyme activity was
optimal at pH 5.5 at 60°C. The enzyme retained 50% of the activity after incubation at 60 °C for
60 min and was active by NH,". On the other hand, Cu™ and Hg ™ inhibited the enzyme. The Km
value for the pure enzyme was 0.37 mg.ml” with soluble starch as the substrate. TLC analysis
revealed that this enzyme is a tipical endo- amylase where the major end products of starch,

amylase, amylopectin and glycogen were oligosaccharides from several sizes.

Keywords: a-amylase; Purification; Cryptococcus flavus
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