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Resumo

A manipulacdo genética de micro-organismos permite a producdo de enzimas com alto valor
biotecnoldgico com aplicagdo em varios processos industriais. A enzima o-amilase de Bacillus
licheniformis é amplamente utilizada nas industrias de alcool, acUcar, cerveja e panificacdo para a
hidrolise do amido inicial, clivando as ligagdes glicosidicas o-(1,4). Deste modo, sistemas de
expressdo de proteinas heter6logas tem sido utilizado com sucesso, sendo um exemplo o sistema da
levedura metilotrofica Pichia pastoris. O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar o gene que
codifica a a-amilase de B. licheniformis DSM13 na levedura metilotréfica P. pastoris e apds analisar a
proteina recombinante secretada. Desta forma, o gene foi inserido no genoma da levedura utilizando o
vetor pPIC9 e a enzima foi entdo produzida e secretada. A atividade enziméatica méaxima foi observada
no sobrenadante do clone B8 (345,4 U/mL). Houve variagdo quanto ao peso molecular da enzima
entre os clones analisados por gel SDS-PAGE. A enzima apresentou temperatura 6tima de atividade
de 70 °C, consideravel estabilidade na presenca de calcio, pH étimo de 7,0 e também se manteve
estavel por um periodo de dois meses quando incubada a 4 °C. Os valores de Km e Vmax aparentes
calculado para o extrato bruto do clone A7 foram de 10,74 mg/mL e 416,66 U/mL respectivamente.

Palavras-Chave: Expressdo heteréloga; enzima recombinante; caracterizacdo enzimatica; etanol.

Expression and characterization of a-amylase from Bacillus licheniformis DSM13 in
yeast Pichia pastoris. Genetic manipulation of microorganisms allows the production of enzymes
with high biotechnological value with application in various industrial processes. The enzyme a-
amylase from Bacillus licheniformis is widely used in industries to produce alcohol, sugar and beer,
and its activity involves hydrolysis of starch cleaving the glycosidic bonds a-(1,4). Thus, heterologous
protein expression systems have been used successfully, one example being the methylotrophic yeast
Pichia pastoris. The porpouse of this study was to clone and to express the gene encoding a-amylase
from B. licheniformis DSM13 in the methylotrophic yeast P. pastoris and also to analyze the
recombinant protein secreted. In this way, the gene was inserted into the yeast genome using the
pPIC9 vector and the enzyme was then produced and secreted. The maximum enzyme activity was
observed in the supernatant of the clone B8 (345,4 U/mL). Variations in molecular weight of the
enzymes among the clones were detected by SDS-PAGE gel analysis. The enzyme showed optimum
activity at 70 °C, pH optimum of 7.0 and its activity remained stable for a period of two months when
maintained at 4 °C. The Km and VVmax apparent values calculated for the crude extract clone A7 were
10.74 mg/mL and 416.66 U/mL, respectively.
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1. Introducéo

Amilases sdo enzimas responsaveis pela
degradacdo da molécula de amido e estdo
amplamente distribuidas na natureza. Elas
apresentam grande importancia industrial,
correspondendo a aproximadamente 25% da
producdo de enzimas do mundo (YAN e WU,
2017; LI et al., 2012). A hidrdlise do amido
gera diversos produtos incluindo dextrinas e
polimeros menores compostos por unidades de
glicose. Trés dominios distintos caracterizam a
estrutura geral dessas enzimas, que sdo
divididas em grupos de acordo com suas
respectivas atividades cataliticas (LI et al.,
2016; ASGHARI et al., 2004). As a-amilases
clivam as ligagdes glicosidicas a-(1,4)
presentes nas cadeias de amilose ou
amilopectina da molécula de amido. Estas
apresentam vasta aplicacdo nas industrias de
alimentos, farmacéuticas, téxtil, panificacéo,
bem como em processos envolvidos na
liquefacdo do amido para a producdo de
xaropes de frutose e na producdo de etanol
combustivel (MAGALHAES e SOUZA, 2010;
ZHU et al., 2017). Ao longo das ultimas
décadas, pesquisas tém sido desenvolvidas
com o-amilases produzidas por uma grande
variedade de  microrganismos  (fungos,
leveduras, bactérias e actinomicetos). A
principal vantagem é a capacidade de produgao
econdmica em massa e a facil manipulagdo
para obtencdo de enzimas com caracteristicas
desejaveis (PANDEY et al., 2000; SINDHU et
al., 2017).

A o-amilase da bactéria Bacillus
licheniformis é amplamente utilizada nas
indastrias de alcool, acglcar e cerveja para a
hidrélise do amido. Sua estrutura possui trés
dominios: o dominio A é formado por uma
tipica estrutura em barril (B/a)8; 0 dominio B
se estabelece como uma protrusdo a partir do
dominio A; e o dominio C-terminal possui 0
sitio ativo da enzima e conservados sitios de
ligagcdo para o célcio (NAZMI et al., 2006).

Devido muitos microrganismos secretar
guantidades limitadas de enzimas ou outras
proteinas e peptideos, a expressdo heter6loga
em outras células hospedeiras tem sido
empregada para potencializar a obtencdo
desses produtos de interesse biotecnoldgico.
Neste sentido, a levedura metilotr6fica Pichia
pastoris € um modelo de sucesso para a
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expressao de produtos heterdlogos. A producao
de proteinas heter6logas em altos niveis, as
modificagdes pds-traducionais como
glicosilacdo, formacdo de pontes de dissulfeto,
0 processamento proteolitico e a viabilidade do
sistema de expressdo como Kit comercialmente
disponivel, contribuiram para o sucesso dessa
levedura como sistema de expressdo
(CEREGHINO e CREGG, 2000; HUANG et
al., 2017). Neste estudo, expressamos 0 gene
gue codifica a enzima o-amilase de B.
licheniformis (linhagem DSM13) em P.
pastoris e analisamos o produto recombinante
secretado.

2. Material e Métodos
2.1 Linhagens de micro-organismos e
vetores moleculares utilizados

Microorganismos:  Escherichia  coli
DH10B™ (Invitrogen) genétipo: F- mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara,
leu)7697 galu galK A- rpsL nupG.
Escherichia coli  TOP10™  (Invitrogen)
gendtipo: F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl
nupG. Pichia pastoris GS115 (Invitrogen®)
gendtipo: his4. Vetores moleculares: pPIC9
(Invitrogen™); pCR®2.1-TOPO
(Invitrogen™).
2.2 Estratégias de
subclonagem

O DNA genbémico de B. licheniformis
(DSM13) foi cedido pelo Instituto de Genética
da Universidade de Bayreuth-Alemanha. O
gene correspondente a a-amilase  foi
amplificado por PCR utilizando-se o par de
oligonucleotideos iniciadores Ramy e Famy
(Ramy: 5°CGGCGGCCGCCTATCTTTGAAC
ATAAATTGAAAC3’/Famy:5’CGGAATTCA
ATCTTAAAGGGACGCTGATG 3°). Nas
extremidades 5’ destes, foram inseridos as
sequencias correspondentes as enzimas de
restricdo Notl e EcoRI (New England Biolabs),
respectivamente. A termociclagem consistiu de
um ciclo de desnaturagéo inicial a 94°C, por 2
minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C, por 35
segundos, 60°C, por 40 segundos e 58°C, por
1,5 minutos. A extensdo final foi de 58°C, por
5 minutos. O produto da PCR (amplicon) foi

clonagem e



clonado no vetor pCR®2.1-TOPO® e inserido
por transformagdo quimica nas células
TOP10™ (Invitrogen) conforme
recomendacdes do fabricante. A construcdo do
vetor de clonagem TOPO-amy foi confirmada
por PCR, utilizando-se DNA plasmidial
extraido.

Para a expressao da enzima a-amilase na
levedura Pichia pastoris, foi utilizado o vetor
pPIC9 (Invitrogen™). 100 ng de DNA dos
vetores TOPO-amy e pPIC9 foram digeridos
com 1U/pg das enzimas EcoRI e Notl. Apds a
digestdo, o inserto liberado e o vetor de
expressao linearizado foram purificados em gel
de agarose (lllustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification - GE Healthcare). A reacédo
de ligacdo ocorreu em volume reacional final
de 15 pL, contendo 260 ng/uL de Inserto, 500
ng/ul do vetor, T4 DNA ligase 400 U/ug
(New England Biolabs) e 1,5 uL de tampdao
10X. O vetor de expressdo construido (pPIC-
amy) foi precipitado com acetato de amonia
7,5M 1/10 vlv e etanol absoluto gelado 2,5 viv
sendo, em seguida, inserido em células
DH10B™ (Invitrogen), por transformacéao
eletrocompetente. A construgdo do plasmideo
recombinante foi confirmada por anélise de
restrigéo.

2.3 Selecéo dos clones recombinantes

A recombinacdo homoéloga para
integracdo do cassete de expressdo no genoma
da hospedeira pode ocorrer no locus his4 ou no
locus AOX1 por eventos de crossing over entre
regibes do vetor e genoma. Para que esse
processo ocorra é necessario a linearizagdo do
plasmideo recombinante. Deste modo, o
plasmideo pPIC-amy foi linearizado utilizando
a endonuclease de restricdio Bglll (New
England Biolabs). O plasmideo, precipitado
com acetato de amodnia 7,5M 1/10 v/v e etanol
100% gelado 2,5 wv/v, foi inserido nas
leveduras GS115 por eletroporacdo (1500 V).
As células transformadas foram semeadas no
meio de cultivo MD e incubadas a 30°C
durante trés dias. Os clones recombinantes
foram selecionados no meio minimo MD por
meio de selecdo auxotrofica anti-histidina.

Scientia Amazonia, v. 6, n.3, 107-118, 2017

Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

109

ISSN:2238.1910

2.4 Selecdo dos clones produtores de a-
amilase

A primeira etapa de selecdo consistiu na
transferéncia de 96 clones recombinantes do
meio de cultivo MD para 0 meio de cultivo
BMG-Y. Esses clones foram incubados por
dois dias a 30 °C para o aumento do
crescimento celular. Ap6s essa etapa os clones
foram transferidos para o meio de cultivo
indutor BMM-Y. Estes foram incubados por
mais trés dias na mesma temperatura. Para
induzir a expressdo da enzima, foi adicionado
metanol (concentracdo de 0,5%) nas tampas
das placas por trés dias a cada 24 horas. A
Gltima etapa consistiu na sele¢do dos clones
produtores por meio da coloragdo de vapor de
iodo. Esta coloragdo permite visualizar halos
translucidos ao redor das colnias que tiveram
a a-amilase expressa. Apdés a selecdo, foi
calculado o indice de amil6lise (la). Este indice
é o resultado da relacdo entre o didametro do
halo e o didmetro da colbnia e foi calculado
pela formula: la = (dh#dc?) (dh = diametro do
halo e dc = didmetro da colbnia).

2.5 Produgdo de a-amilase em meio
liquido

Nove clones recombinantes foram
selecionados para a producdo da enzima a-
amilase em meio liquido. Estes clones foram
transferidos para 0 meio BMG-Y (30 mL) e
incubados a 30 °C sob agitacdo (200 rpm/min)
até atingir uma transmitancia de A600 de 0,6
medido em espectrofotbmetro. Em seguida, 0s
meios foram centrifugados por 15 minutos a 4
°C (4000 rpm). O pellet de cada cultura foi
ressuspendido em 150 mL do meio indutor
BMM-Y em frascos de 1L. A indugdo da
expressao enzimatica teve o inicio com a
adicdo de metanol 0,5% v/v. O tempo de
producdo da enzima teve duracéo de 120 horas
sendo adicionado metanol a cada 24 horas.
Aliquotas de 1 mL foram retiradas em
triplicata nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 120
horas e armazenadas em microtubos de 1,5
mL. Todas as aliquotas retiradas foram
centrifugadas a 12000 rpm a 4 °C e o0s
sobrenadantes foram recuperados e estocados a
-20 °C. Estas aliquotas foram utilizadas para a
realizacdo dos ensaios enzimaticos, analise da
expressdo proteica e para a construcdo da
curva de crescimento dos clones induzidos. O



crescimento celular obtido foi convertido para
g/L utilizando a férmula (g/L)=0,22 x D.O.
600 nm (Nakano et al., 2006).

A andlise da proteina recombinante
secretada pela levedura foi feita por meio de
eletroforese  em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme descrito
por Sambrook et al., (1989) e as amostras
foram coradas com a solucdo de Axzul
Brilhante de Coomassie G250.

2.6  Determinacdo da  atividade
enzimatica

A quantificagdo das dextrinas liberadas
pela enzima o- amilase foi determinada de
acordo como descrito por Fuwa (1954). Os
nove clones tiveram sua atividade enzimatica
dosada. Para o célculo dos valores da atividade
enzimatica, construiu-se a curva padrdo de
amido. A leitura das absorbancias das
diferentes concentracbes de amido (0,025 a
1%) gerou uma equacdo da reta (R = 0,993),
utilizada para fazer os calculos da atividade
enzimatica. Uma unidade de atividade
dextrinizante foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para hidrolisar 0,1 mg de
amido por minuto.

2.7 Ensaios enzimaticos

Os ensaios enzimaticos para determinar
0 pH o6timo, temperatura 6tima, estabilidade
térmica e estabilidade em relagdo ao tempo de
estocagem da enzima, também foram
realizados de acordo com o0 método de Fuwa
(1954). Todos os ensaios foram realizados com
0s extratos enzimaticos dos clones A5, B8 e
D14. Para determinar o pH 6timo da enzima,
foi preparada uma solugdo de glicina 50 mM;
acido acético 50 mM e fosfato de sddio
dibasico 50 mM que permitiu variar o pH entre
as faixas de 2,0 a 12,0. Para definir a
temperatura Otima, 0s extratos enzimaticos
foram analisados em diferentes temperaturas
(40 a 100 °C). Para avaliar a estabilidade
térmica da enzima em relacéo a temperatura, o
extrato do clone B8 foi pré-incubado por 60
minutos nas temperaturas de 60, 70 e 80 °C no
pH 6timo pré-estabelecido. A cada 15 minutos
foram coletados uma aliquota para proceder a
dosagem da atividade enzimatica. Foram
acrescidos na reacdo CaCl, (5 mM), conforme
descrito por Hmidet et al., 2008. A estabilidade
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da enzima em relacdo ao tempo de estocagem
também foi medida. A enzima foi estocada por
um periodo de 60 dias a 4 °C e sua atividade
enzimatica foi avaliada a cada 10 dias durante
este periodo. Os parametros cinéticos aparentes
do extrato enzimético foram determinados nas

condicbes  pré-estabelecidas de pH e
temperatura  6tima. Para avaliar esses
pardmetros, o extrato foi incubado em

diferentes concentracbes de amido (5 a 90
mg/mL). Os dados obtidos foram utilizados
para construir um grafico com os valores reais
de Km e Vmax da enzima.

3. Resultados
3.1 Construgéo dos vetores de clonagem
e expressao

O amplicon do gene o-amilase gerado
apos a PCR foi de aproximadamente 1500
pares de bases. Ap6s a amplificacdo, foi
realizado a ligacdo do gene no vetor de
clonagem pCR®2.1-TOPO® (3,9 kb). O vetor
construido (TOPO-amy) foi digerido com as
endonucleases EcoRI e Notl e o fragmento
liberado foi purificado do gel de agarose
(Figura 1).

Figura 1 -

Figura-A: perfil
recombinantes TOPO-amy apds restricdo com
EcoRI e Notl. Figura-B: Perfil do gene a-amilase
purificado. M — marcador de peso molecular 1 Kb
(Fermentas).

dos plasmideos

Na Figura 2 visualizamos a construgédo
do vetor de expressdo pPIC-amy. A ligacéo do
fragmento génico foi realizada ap6s a
sequéncia promotora do gene AOX1. A
subclonagem foi confirmada por anélise de
restricdo



B

Figure 2 - Figura-A: ligacdo do gene ao vetor de
expressdao. Coluna 1 - sistema sem enzima ligase.
Coluna 2 - Sistema contendo a enzima T4 DNA
ligase. Figura-B: Anélise de restricdo do vetor de
expressdo pPIC-amy (coluna 1 e 2). M - Marcador
de peso molecular 1Kb (Fermentas).

3.2 Expressdo de a-amilase em meio
solido

Apos a transformacdo das leveduras P.
pastoris  (GS115), noventa e  seis
transformantes foram previamente
selecionados. 80,2 % dos clones foram
considerados produtores. Os 96 clones foram
divididos em quatro placas e ap6s o periodo de
inducdo com metanol, foi feito a andlise da
expressdo proteica. Na figura 3, observamos
uma placa de Petri contendo clones
considerados  produtores de  a-amilase
recombinante, clones ndo produtores e o
controle positivo de expressdo de a-amilase de
Bacillus subtilis.

Controle positivo (B. subtilis)

Controle negativo

Clone produtor

Figura 3 - Revelacdo com vapor de iodo dos clones
produtores da enzima recombinante. Visualizacio
dos halos formados ap6s inducdo das leveduras P.
pastoris.

Foram escolhidos nove clones que
apresentaram os maiores indices de amilolise
para a expressdo da enzima recombinante em
meio liquido. Os indices de amilolise dos nove
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clones selecionados estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Indice de amilolise dos nove clones
utilizados nos testes de cinética enzimatica e
producdo da enzima em meio liquido

Clone indice de amilolise (dh2/dc?)
A5 10,75
A7 10,04
B8 12,67
B20 11,98
C13 10,79
C22 10,07
D10 10,36
D14 11,74
D17 11,81
Observamos que o maior indice

apresentado foi correspondente ao clone B8,
enquanto que o menor la foi aferido do clone
A7. Apos o célculo dos indices de amil6lise, os
nove clones selecionados foram entdo
utilizados na inducdo da enzima recombinante
em meio liquido.

3.3 Producdo de a-amilase em meio
liquido e cinética de inducao

Dosagem da atividade enzimatica

—— 5 =[] —a—p =—e—B210 €13 —e—(322 —=—D10 ——D14 —D17

350
300 —

250 — /
200 -

150

Atividade (UmL)

100

50

0

0 24 48 72 96 120
Tempo de Indugao (horas)

Figura 4 - Cinética de inducdo enziméatica com os
nove clones produtores da enzima recombinante.

Os dados obtidos apés a inducdo da
enzima podem ser observados na Figura 4.
Observamos um aumento progressivo da
atividade enzimatica em relacdo ao tempo de
indugdo dos nove clones. A o-amilase
recombinante apresentou maior atividade
enzimatica ao final das 120 horas de inducéo,
porém foi observada uma variagdo da atividade
nos sobrenadantes dos clones testados. De
acordo com os dados obtidos, o clone B8 foi o



gue exibiu a maior atividade enzimatica entre
0s sobrenadantes testados (345,4 U/mL),
enguanto que o clone A7 obteve o menor valor
de atividade enzimatica (248,9 U/mL) (Figura
4).

3.4 Andlise em gel SDS-PAGE da
enzima recombinante secretada

Foi possivel visualizar duas bandas
correspondentes a enzima a-amilase (Figura 5-
A). O perfil de bandas dos clones analisados
no presente trabalho teve variagcBes quanto ao
peso molecular. Esta variacdo foi de 65 a 74

M
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kDa aproximadamente. Os resultados da
cinética de expressio com o clone B8
mostraram a maxima expressdo de a-amilase
recombinante no tempo de 120 horas de
inducdo. Observamos também que o controle
negativo da expressdo (clone GS115)
apresentou varias bandas correspondentes as
proteinas endogenas da levedura P. pastoris.
Essas bandas nédo séo visualizadas nos clones
recombinantes, que passam a ter sua
maquinaria genética voltada para transcricao
da proteina heter6loga (Figura 5-B).

50 : 24 48 M 96(:.

100
85 = l
-

1
- -— - - -
- - —

B

10
== S

Figura 5 - A.: Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE da enzima recombinante secretada pelos nove clones.
Clone GS115 controle negativo da expressdo. Setas indicam as bandas correspondentes a enzima secretada. B.:
Cinética de expressdo do clone B8 nos diferentes tempos de inducdo (24, 48, 72, 96 e 120 horas). C-: Controle
negativo da expressdo. M — Marcador de massa molecular (10-200 kDa).

3.5 Caracterizacdo enzimatica

Os dados mostram que a enzima
secretada apresentou melhor funcionalidade
em pH neutro, mantendo alta atividade relativa
na faixa que vai de 7,0 a 8,0, e tendo 0 maximo
de atividade enziméatica em pH 7,0 para os 3
clones analisados (Figura 6).

A temperatura Otima em que a
enzima obttm a maxima atividade
hidrolisante foi de 70 °C. No entanto
podemos observar que na temperatura de
80 °C, a enzima reteve cerca de 80% de sua
atividade relativa para os clones A5 e D14
e 89,74% para o clone B8. Na temperatura

112

de 90 °C sua atividade foi aferida em
aproximadamente 75% para os clones B8 e
D14 e 71,97% para o clone A5 (Figura 7-
A).

pH étime

100,00%
80,00%
60,00%

40,00%

——B3

Atividade Relativa (%)

20,00% ——D14

——AL

0,00%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 6 - Efeito do pH sobre a atividade de a-
amilase produzida pelos clones A5, B8 e D14.
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Os testes de termoestabilidade com o 47,4% de sua atividade, enquanto que na
clone B8 demonstraram que na temperatura de presenca do ion, a enzima reteve 81,8% de sua
60 °C com a presenca de 5 mM de CaCly, a atividade. J& na temperatura de 80 °C com a
enzima manteve 100% de sua atividade apos presenca do ion, a enzima teve 42,6% de sua
uma hora de incubagéo. Na temperatura de 70 atividade relativa retida ap6s o periodo de
°C apbs os 60 minutos de incubagdo, notamos incubacdo (Figura 7-B)

que sem a presenca de calcio a enzima reteve

Temperatura otima Termoestabilidade
120,00% ——60°C (CaCl2 5 mM) ——70°C ——70°C (CaCl2 5 mM) ——80°C (CaCl2 5 mM)
= 100,00% 120,00%
$ s000% £ 100,00%
= ! ©
2 g \\‘
5 2 8000%
2 60,00% g ’
% ® co00%
8 a000% — 3 R E—
2 B E oo
= 10y _BS —
I 2000% é 2000%
——D14
0,00% 0,00%
40 50 60 70 8 90 100 0 15 30 a5 60
Temperatura (°C A
P e Tempo (min) B

Figura 7 - A - Efeito da temperatura sob a atividade relativa da a-amilase. B - Termoestabilidade da enzima a-
amilase incubada por 60 minutos nas temperaturas de 60, 70 e 80 °C com presenca ou auséncia do ion calcio.

A andlise dos dados quanto a 4. Discussao

estabilidade da enzima na temperatura de 4 °C, O tamanho do amplicon gerado ¢é
demonstrou que apds um periodo de 60 dias de consistente com o apresentado por Ivanova e
estocagem, a enzima teve apenas 5% de perda colaboradores (1993), indicando que o gene da

da sua atividade catalitica. Essa perda se a-amilase foi totalmente amplificado.
iniciou a partir dos 30 dias de armazenagem. A A linearizacdo do vetor de expressdo
atividade relativa maxima medida no dltimo permitiu a sua integragdo no genoma da
dia de incubac&o foi de 95,83%. levedura Pichia pastoris. O sitio de restricao
escolhido referente a enzima Bglll, permitiu
3.6 Parametros cinéticos da enzima uma estratégia de integracdo por adi¢do ou
recombinante (Km and Vmax) substituicdo génica por eventos de simples ou
Os valores de Km e Vmax aparentes duplo crossing-over entre as regides do vetor e
foram calculados a partir da construgéo de um do genoma. Isto pode resultar na obtencao de
grafico do duplo-reciproco de Lineweaver- dois fenotipos diferentes da levedura P.
Burk. Esse tipo de grafico € resultado da pastoris (Mut+ ou MutS). Segundo Roohvand
relagio dos valores inversos dos eixos e colaboradores  (2017), a levedura
velocidade inicial (V0) e concentracdo do metilotrofica P. pastoris linhagem GS115 ndo
substrato [S]. A linha terd inclinagio Km/Vméx apresenta em seu material genetico vetores
na qual a intercepgdo ser4 1/Vmax no eixo de epissomais. Com isso, para que ocorra a
1/VO e intercepgio de -1/Km no eixo de 1/[S], expressdo de genes exdgenos na levedura, é
permitindo determinar com mais precisio a fundamental a integracdo do material genetico
Vméx. O sobrenadante avaliado apresentou Km no seu genoma. De acordo com Daly e Hearn
aparente no valor de 10,74 mg/mL e Vmax (2005) a integracdo do cassete de expressao
igual a 416,66 U/mL. ocorre em locus especificos no genoma da
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levedura o que gera transformantes
geneticamente estaveis.
De acordo com Astolfi-Filho e

colaboradores (1986), a a-amilase produzida
tem a capacidade de clivar o amido que ao ser
corado com vapor de iodo revela a formacao
de halos translucidos ao redor das col6nias em
meio de cultivo sélido. As regibes circundantes
dos clones que ndo produzem a enzima coram-
se de roxo. A pequena diferenga no tamanho
dos halos apresentados na figura 3 pode estar
relacionada com a variagdo do numero de
copias do cassete de expressdo contendo o
gene da o-amilase integrado por adi¢do no
cromossomo da levedura, o que gera também
diferencas nos indices de amilolise que foram
apresentados na Tabela 1 (KATO et al., 2001).

Os resultados da atividade enzimatica
dextrinizante obtido com o clone B8 (345,4
U/mL) (Figura 4) s80 superiores aos
demonstrados por autores que utilizaram
outros micro-organismos para a expressdo da
enzima a-amilase, utilizando cultura em
frascos com agitacdo. Zhang e colaboradores
(2001) expressaram a-amilase em
Saccharomyces  cerevisiae  utilizando o
promotor SUC2. A atividade relativa maxima
obtida em 35 horas de producgéo foi de 11,8
U/mL. Outros trabalhos também
contextualizam a menor atividade obtida em
relacdo ao presente estudo. Os autores Hmidet
et al., (2008) clonaram, expressaram e
purificaram a enzima a-amilase de Bacillus
licheniformis na hospederia E.coli, obtendo
uma atividade méxima de 178,5 U/mg ap0s sua
purificacéo.

Em outros estudos também podemos
observar a andlise das atividades relativas e
especificas da enzima recombinante. A
atividade da a-amilase de Pyrococcus furiosus
expressa em E.coli teve sua atividade
especifica relatada a 3,9 U mg-1 a 98 °C
(DONG et al., 1997). Shiina e colaboradores
(2007) relataram a expressdo da a-amilase de
Bacillus  stearothermophilus em  E.coli
transformada com o vetor pHI301A. Segundo

Scientia Amazonia, v. 6, n.3, 107-118, 2017

Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

114

ISSN:2238.1910

esses autores a maior atividade enzimatica
obtida foi de 8,2 U/mL em 13 horas de
inducdo. Os autores Shahhoseini e Ghaemi
(2003) analisaram a atividade da a-amilase de
Bacillus licheniformis transformando E. coli
BL21 com o vetor de expressdo pMSH320.
Ap6s 15 horas de inducdo foi descrito uma
atividade especifica de 2,35 pmol min-1 mg-1
de proteina no sobrenadante ¢ 4,31 pmol min-1
mg-1 de proteina na fracdo intracelular.

A variacdo no perfil da atividade
enzimética obtida nos sobrenadantes dos nove
clones do presente estudo pode ser explicada
por diversos fatores que estdo relacionados
com a producdo de proteinas pelo sistema de
expressao heterdlogo, assim como pela simples
composi¢do do meio de cultivo, fisiologia e
viabilidade genética das células. Dentre estes
também podemos citar a sequencia sinal que é
responsavel pela secre¢do do produto expresso
(PAIFER et al., 1994).

O peso molecular da enzima
recombinante de B. licheniformis observado no
presente estudo difere de trabalhos reportados
com a mesma enzima. Kim e colaboradores
(1992) isolaram e clonaram o0 gene
correspondente a mesma enzima no vetor
pBR322 e expressaram em E. coli, eles
reportaram que o peso molecular da a-amilase
foi de 64 kDa. Hmidet e colaboradores (2008),
também expressaram o gene que codifica para
enzima a-amilase de B. licheniformis linhagem
NH1 na hospedeira E.coli BL21. Eles
reportaram um peso molecular de 58 kDa da
enzima purificada. No presente estudo, a
diferenca observada nos pesos moleculares das
bandas dos clones analisados (65 a 74 kDa)
pode ser explicada pela glicosilagdo efetuada
pela levedura durante o amadurecimento
proteico (Figura 5-A). A glicosilacdo é a
modificacdo pos-traducional mais comum que
precede a secrecdo de proteinas e ocorre no
Iimen do reticulo endoplasmatico. A levedura
P. pastoris é capaz de realizar ambos 0s tipos
de glicosilagdo (O- e N-Linked) (DALY e
HEARN, 2004; ROOHVAND et al., 2017).
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A variacdo de pH 6timo para a atividade
relativa da enzima o-amilase de B.
licheniformis tem sido citado na literatura.
Morgan e Priest (1981) caracterizaram uma o-
amilase termoestadvel da cepa de B.
Licheniformis NCIB 6346 e verificaram que a
sua atividade era estavel entre o pH 7,0 e 10,0,
tendo seu pH otimo em 7,0. Hmidet e
colaboradores (2008) ralataram que a a-
amilase do mesmo microrganismo expressa em
E. Coli teve seu pH 6timo aferido em 6,5.
Outros estudos realizados com a caracterizacao
da oa-amilase de duas linhagens de B.
Licheniformis, sendo uma mutante e outra
selvagem, revelaram um pH O6timo para a
atividade enzimética igual a 6,0 (LEE et al.,
2006). No presente estudo, a enzima também
mostrou-se ativa em pHs alcalinos nos trés
clones analisados, retendo cerca de mais de
80% de sua atividade nos pHs 9,0 e 10,0
(Figura 6). Em algumas industrias, como por
exemplo, a de dertergentes, a-amilases com
atividade em pHs alcalinos sdo muito
utilizadas (GUPTA, 2003).

Alguns trabalhos relatados na literatura
mostram diferentes temperaturas em que a
enzima a-amilase de B. licheniformis age no
substrato, sendo que algumas destas sdo
caracterizadas como termoresistentes. Tomazic
e Klibanov (1988) demonstram que uma o-
amilase caracterizada teve sua temperatura
Otima em 90 °C. Hmidet e colaboradores
(2008) relataram a temperatura 6tima de 90 °C
para enzima. Morgan e Priest (1981) relataram
que a enzima da cepa NCIB 6346 obteve a
maxima atividade na temperatura de 70 °C,
assim como a temperatura descrita no presente
trabalho como é mostrado na (Figura 7-A).

Sd0 reportados também  trabalhos
relacionados com a termoestabilidade da
enzima o-amilase. lvanova e colaboradores
(1993) incubaram a enzima na presenca de 1,0
mM e 50 mM do ion Ca2+. Segundo o0s
autores, os dados para a atividade residual ap6s
a incubacdo da enzima a 85 °C em tamp®es
contendo diferentes concentracGes de CaCly,
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mostraram que o calcio é um estabilizador da
enzima. Como se observa nos resultados do
presente trabalho (Figura 7-B), a variagdo da
atividade relativa em diferentes temperaturas
ou a estabilidade térmica da enzima
recombinante também esta relacionada com a
presenca do ion Ca2+.

O valor da constante de Michaelis-
Menten (Km) € muito importante na
caracterizagdo da  cinética  enzimatica
indicando a quantidade necessaria de substrato
para saturar a enzima. Miller (2008)
caracterizando alfa-amilase de Bacillus subtilis
produzida em P. pastoris observou diferentes
valores de Km para enzima quando presente no
sobrenadante. Para o extrato bruto do clone S2
os valores de Km foi de 10,2 mg/mL e a
velocidade maxima foi de 526,3 U/mL.
Ivanova e colaboradores (2003) analisaram um
Km de 0,9 mg/mL e um Vméax de 62,5 U/mL
para a enzima alfa-amilase de B. licheniformis.

5. Conclusotes

Os experimentos demonstraram que o
fragmento codificante da o- amilase de B.
licheniformis  foi isolado e clonado
eficientemente nos vetores de clonagem e
expressdo e 0s clones recombinantes de P.
pastoris foram capazes de expressar e secretar
a enzima o-amilase ativa, sendo que sua maior
producdo foi observada ap6s 120 horas de
inducdo com a maior atividade da proteina em
pH neutro. A enzima recombinante apresentou
consideravel estabilidade em sua temperatura
6tima e aumentou sua estabilidade na presenca
do ion célcio. A enzima também se manteve
estavel por dois meses quando armazenada a 4
°C.

Os resultados obtidos com a cinética
enzimatica neste estudo indicam que o
sobrenadante do extrato bruto se apresenta
como uma boa alternativa para utilizagdo na
hidrélise do amido, reduzindo os custos de
producdo e possibilitando a flexibilidade nas
condicBes de uso para determinados processos



industriais. Além disto, estudos como este
proporcionam avangos nas pesquisas nacionais
de caréter biotecnoldgico.
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