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1. INTRODUCAO

Os componentes contidos no amido sio utilizados principalmente como
reserva de alimentos para a produgio de etanol, solugoes alcodlicas bebiveis
(licores, etc.) e cerveja. A Saccharomyces cerevisiae, porque realiza a fermen-
tacio, ¢ o produtor mais importante para estes produtos alcodlicos, carecendo
contudo de actividades amiloliticas. Assim, para a utilizagdo de substratos de
amido pela levedura é necessirio hidrolizar o amido em glucose, maltose e
maltotriose, 0s quais ja sao aceites ¢ metabolizados pelo sistema enzimitico
da levedura.

A hidrolise do amido pode ser realizada de virias formas, por exemplo,
pelo tratamento enzimitico depois de termoaquecido.

A inddstria actualmente utiliza o enzima e-amilase do Bacillus amylolique-
Sfaciens que se dissolve facilmente ¢ € hastante termoestavel, ¢ também (gluco)-
-amilases de alguns fungos, mas, estes microrganismos nao realizam a fermen-
tacdo ¢ por isso nao podem utilizar-se na obtengao de dlcool a partir do substrato
amido.

Com a ajuda da tecnologia do DNA recombinante € agora possivel mani-
pular leveduras de forma a introduzir e a expressar nelas genes que codificam
enzimas amiloliticos.
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No mundo contemporineo o dlcool ganhou grande importincia ndao so
pela sua utiliza¢do na farmdcia, na indastria quimica e em bebidas mas também
como combustivel, a procura de etanol aumenta dia a dia sobretudo em paises
como o Brasil onde ja hd mais de 2 milhdes de veiculos movidos exclusiva-
mente a dlcool. £ portanto de interesse tecnoldgico o aproveitamento de maté-
rias primas alternativas a cana-do-agucar, de entre as quais se encontram as
matérias primas amildceas.

Virios genes de amilase foram ji clonados e expressos em Saccharomyces
cerevisiae, estando de entre eles os de a-amilase (1,4-a-D.glucanohidrolase), que
qucbra as ligacoes (a-1,4-glicosidicas) das moléculas de glucose no amido, no
glicogénio e nas dextrinas desdobrando-os em glucose, maltose e oligossaca-
rideos ramificados.

Estas endomilases sdo acessiveis a partir de vdrias fontes.

Recentemente, os genes que codificam a a-amilase em eucariontes (pancreas
de camundongo ¢ em fungos) tém sido clonados ¢ expressos em leveduras através
de varias manipulagoes genéticas.

Neste trabalho procura-se estudar a expressio de genes da s-amilase em
Saccharomyces cerevisiae.

2. EXPRESSAO DO GENE a-AMILASE DE CAMUNDONGO
EM S. CEREVISIAE

Nos altimos anos um grupo de pesquisa no Brasil empreendeu um pro-
grama de melhoramento genético de Saccharomyces cerevisice com 0 objec-
tivo de introduzir neste organismo. Para que isso fose possivel construiram num
plasmidio do tipo YEp uma fusio genética compreendendo a regido promotora
e a regiio codificadora dos sinais de secre¢io de um peptideo da propria leve-
dura (o foromonio «), © ¢cDNA da a-amilase pancredtica de camundongo e 0s
sinais de terminagio da transcri¢io do gene FLP da levedura. A transformagio
genctica de varias linhagens de Saccharomyces cerevisiae com este plasmidio
hibrido resultou na obtengio de células capazes de secretar activamente a-amilase
para 0 meio de cultura. Numa etapa seguinte o plasmideo foi integrado no
cromossoma III da célula hospedeira ficando desta forma estabilizada a infor-
magio genética do camundongo entre a descendéncia da célula da levedura
originalmente transformada.
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3. EXPRESSAO DO GENE QUE CODIFICA A a-AMILASE DE
BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS EM SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Desde 1987 que um grupo de cientistas da Academia de Wissenschaften,
na antiga Republica Democritica Alema, tem vindo a realizar trabalhos no sen-
tido de expressar genes que codificam a a-amilase de Bacillus amyloliquefa-
ciens em Saccharomyces cerevisiae.

Num desses trabalhos um fragmento do DNA de Bacillus amyloliquefa-
ciens que codifica a a-amilase foi clonado e combinado com o promotor ADHI
da levedura num plasmideo hibrido de Escherichia coli e Saccharomyces cere-
visice (PAAHS), vector usado na transformacio de estirpes laboratoriais de Sac-
charomyces cerevisiae.

A expressao em leveduras do gene de Bacillus foi tida como dependendo
essencialmente da actividade do promotor ADH, da levedura no plasmidio
PAAHS, que contém a sequéncia terminal do gene ADHI1. Os transformantes
de Saccharomyces cerevisiae sio caracterizados pela presenca do plasmideo
recombinante, identidade do fragmento de ¢cDNA do Bacillus, pela sua esta-
bilidade mitotica e pelo valor de actividade da a-amilase.

As amanchas» de RNA total isolado da £, coli e dos transformantes de leve-
duras foram identificadas da hibridizacio com o fragmento de DNA do Beacilius
(CLal/Baml) que contém o gene amilase.

A introdugao de PAAHS- amilase na Saccharomyces cereviside transformou
as ¢€lulas da levedura, que em meio contendo amido mostraram, depois de
um periodo prolongado de tempo, actividades hidroliticas bem como divisao
celular indicando assim uma utilizacao do substrato.

4.  EXPRESSAO DO GENE QUE CODIFICA A a-AMILASE DE
SCHAWANNIOMYCES CASTELLI EM SACCHAROMYCES CEREVISIAE

O género de levedura Schwanniomyces, descrito pela primeira vez por
Kloecker em 1909, atraiu recentemente interesse cientifico por causa da ele-
vada capacidade secretora de uma proteina amilolitica por algumas das suas
espccies.

Uma dessas espécies a Sw. castelli produz e-amilase glucoamilases e outras
enzimas amiloliticas. Estas enzimas possuem uma actividade 6ptima a pH ligei-
ramente dcido a uma temperatura de 40-60°C.
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Ao contririo do que se passa com os genes de muitas leveduras do género
Schwanniomyces que codificam a a-amilase, 0s genes que codificam esta enzima
na cspecie Sw. castelli nio sao reprimidos em Saccharomyces cerevisiae. Além
disso, como o0s seus promotores sio funcionais eles podem ser expressados
constitutivamente nesta levedura.

4.1. Discussio dos resultados
4.1.1.  Isolamento do gene que codifica a w-amilase:

Virias estirpes transformantes de §. cerevisiae formadoras do halo LEU,
foram obtidas do banco de genes de Sw. castelli. O DNA plasmidico de um
desses transformantes foi usado para transformar £. coli; esses transformantes
transportavam o plasmidio pFH4 que por sua vez integrava o plasmidio YEP13
com um fragmento de DNA de 5.3 kb.

Os plasmideos pFH4 foram isolados de colonias que tinham sido hibridadas
com E. coli. Esferoplastos de S. cerevisiae foram transformados com esses plas-
midios e apresentaram o fenotipo SWA, Todos os plasmidios que expressaram
o fenotipo Swa continham o mesmo fragmento de ADN (2.8 kb). Portanto, essa
sequéncia devera conter o gene SWA. Quando os outros esferoplastos da leve-
dura S. cerevisice foram transformados com pFH4 todos os clones LEU apre-
sentaram SWA com actividade a-amilase.

4.1.2.  Estudos Bioquimicos

A natureza do enzima expressado por SWAT1 foi examinada em filtrados
de culturas de Sw. castelli (pFH4) mostrando actividade o-amilase. Andlises
cromatogrificas das amostras contendo amido revelaram a presencga de pequenas
quantidades de maltose ¢ altas concentracoes de maltotrioses e oligossacarideos
de alto peso molecular. Portanto, pode concluir-se que o gene SWAT codificou
um enzima com actividade o-amilase.

A produgio de quantidades limitadas de maltose poderia explicar o baixo
nivel de crescimento num meio a base de amido e que carece de qualquer outra
fonte de carbono, por parte da §. cerevisiae (pFH4).

Os resultados destas experiéncias que foram realizadas em 1989, no Centro
de Biologia Molecular da Universidade Auténoma de Madrid, Espanha, estdo
registados no grifico da figura 1.
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Quer em Sw. castelli quer em S. cerevisiae (pFH4) a actividade da «-amilase
¢ significativa, no entanto, esta actividade em Sw. castelli desceu drasticamente
para baixas taxas de crescimento, mas nio totalmente, enquanto que a activi-
dade da «-amilase das culturas de §. cerevisiage foi totalmente estdvel. A razdo
desta diferenca é desconhecida mas pensa-se que seja devida a presenga de acti-
vidades proteoliticas secretadas por Sw. castelli.

E interessante notar que a transicio do gene SWA foi mais activa em
S. cerevisiae (pFH4) que em Sw. castelli.

1.5
14
Actividade Len 8 T
da 5 L 1L 2
c—amilase A 660nm
C0) 4 Sw.castelld - 0.7 (@)
1 0.6
3 4 A B 5
1L 0.4
2 = 0.3
4 0.2
1 4 (L S o T
4_(‘_)
| | 1 ! : [
ié zb 2% 36 3%
Tempo (horas)
L. B
S.cerevisiae L |
Actividade g D.O
da 5 L 2
a—amilase S B 660nm
<0 4 4+~ 0.7 (@
L 0.6
3 1 0.5
1 0.4
2 L G.8
L o2
1 + Az Bl 1
| 0

T T P S

Tempo (horas)

FIGURA 1

73



5. CONCLUSOES

Embora os resultados das experiéncias levadas a cabo, até ao momento
pelas virias equipas de cientistas que tém vindo a estudar a expressio dos genes
que codificam a e-amilase em estirpes de §. cerevisiae nao sejam suficiente-
mente conclusivos para que a induastria possa utilizar seguramente essas estirpes
para obter dlcool a partir de substratos de amido, eles sio contudo uma boa
indicacao do que a engenharia genética pode vir a fazer nesse campo, através
da tecnologia do DNA recombinante.
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