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RESUMO

Utilizando-se duas espécies distintas de Bacillus,
B. amyloliquefaciens ATCC 2342 e o B. natto, isolado do pro-
» duto comercial "Natto", respectivamente, bons produtores de
a-amilase e proteases, conseguiu-se aumentar os niveis de
produgao destas enzimas, através das técnicas de transforma-
gao e fusao de protoplastos.

O melhoramento genético por transformacio mostrou
ser mais eficiente do que o realizado por fusdo de protoplastos.

‘Dos varios recombinantes isolados, obtidos por
transformagao, foram selecionadas as linhagens T-41 e T-39. A

primeira, T-41, produziu duas vezes mais a-amilase e trés ve
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zes mais proteases, enquanto que a segunda, T-39, produziu qua
tro vezes mais proteases, considerando-se o receptor B. amylo-
lique faciens.

Estudos compatativos demonstraram que a a- amilase
produzida pelo receptor apresentou atividade otima, em pH 6,0
e temperatura otima a 65°C. Na temperatura de 60°C a enzima
foi estavel por 60 minutos. Por outro lado, a enzima produzida
pelo T-41 apresentou atividade otima em pH 6,0 e temperatura &
tima a 65°C. A 60°C a ati&idade amilasica comegou a decrescef
a partir de 40 minutos, com declinio acentuado a partir de
65°C.

A analise do cromatograma evidenciou que as -enzimas
produzidas por essas linhagens apresentaram a mesma maneira de
atuagao sobre o amido.

"0 recombinante T-41 mostrou ser mais susceptivel
a aut6lise celular do que o B. amyloliquefaciens.

A atividade amilasica da linhagem F-52, obtida por
fusao de protoplastos, foi o dobro da atividade do parental
B. natto , € somente este recombinante desenvolveu a capacida-

de de crescer a 50°C.
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SUMMARY

Two different strains of Bacillus, were used B.
amyloliquefaciens ATCC 2342 and B. natto, isolated from the
- commercial product "Natto", good producer of a-amylase and of
proteases, respectively. The level of production of these
enzymes was increased through technique using transformant DNA
and fusion of protoplasts. The genetic improvement by
transformation was shown to be more eficient than that obtained

by protoplast fusion.

Among the various recombinant DNA's isolated and
obtained by transformation, the T-41 and T-39 strains were
sclected. The former produced twice as much a-amylase and

X1T1



-three times the quantity of proteases as the B.amyhﬂiqueﬁuﬁ?ng
while the T-39 strain produced four times as much proteases as
-B., amyloliquefaciens.

Comparative studies demonstrated that the a-amylase
produced by the recipient had maximum activity at pH 6,0 and
65°C. At 60°C, the enzyme was stable for 60 minutes. Similarly,
the enzyme produced by T-41 showed maximum activity at pH 6,0
and 65°C. At 60°C, the amylase activity began to decrease after
40 minutes, with a sharp decline in activity at 65°C.

An analysis of the chromatogram indicated that the
enzymes prodﬁced by these strains demonstrated the same type of
activity on starch.

The recombinant T-41 was shown to be more susceptible
to cellular autolysis than B. amyloliquefaciens.

The amylase activity of the F-52 strain, obtained by
protoplast fusion, was twice that of the parent B. natto and

only this recombinant developed the capacity to grow at 50°C.
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1. - INTRODUGAO

Quando se quer produzir enzima a preco acessivel para
sua utilizagao em grande escala, deve -se levar em consideracgao
~os §eguintes itens: melhoramento genético de cepas produtoras e
resistentes a repressao catabolitica durante a fermentagao, oti
mizagao do meio de cultura e otimizagao das condicoes de fermen
tagao.

. As taxas de mutacgao podem ser aumentadas substancial-
mente pela acao de agentes mutagenicos de natureza fisica ou
quimica, sendo que os mais usados no melhoramento genético de
microrganismos sao: N- metil N-nitro N-nitrosoguanidina (NTG)

’

luz ultra-violeta e irradiagoes ionizantes. Entretanto, o uso



destes agentes apresenta algumas desvantagens, cémo a dificulda
de de se obter mutantes estaveis, devido ao mecanismo de reparo
do microrganismo. Uma outra seria a escolha do meio de cultura
seletivo e indicador para o isolamento dos mutantes. Além disso,
a manipulagao destes agentes exige cuidados especiais, pois sao
na maioria, cancerigenos. Estes problemas sio reduzidos quando
se pode utilizar, no melhoramento genético, o DNA transformante
ou a fusao de protoplastos. Em ambas as técnicas, o uso de mar
cadores seletivos, como resistencia a drogas ou necessidades nu
- tricionais, acrescido do substrato especifico ao meio de cultu-
ra, quando se esta melhorando a producdo de uma enzima, facili-
ta o isolamento dos recombinantes.

A transformagdo s6 ocorre apos a cé€lula receptora ter
desenvolvido a capacidade de se ligar irreversivelmente ao - DNA
do doador,o que ira reduzir a instabilidade do recombinante. Po
rém, somente um numero limitado de espécies bacterianas & capaz,
sob condigoes fisiologicas apropriadas, de incorporar DNA em so
lugao, no processo denominado transformagao'®. Segundo FOX'°®, se
o fragmento de DNA for homélogo ao DNA do receptor, uma fragao
substancial incorpora-se ao genoma da célula receptora criando
regioes de varios milhares de nucleotideos em comprimento, no
qual uma fita do DNA duplex € do DNA doador e a fita complemen-
tar € do receptor.

Como a taxa de recombinagao ocorre com baixa freqiien-

cia, marcadores seletivos devem ser usados. Estes marcadores de

vem estar contidos no DNA do doador, o que ira permitir a sele-



gao de recombinantes na presenga de um grande numero de células
receptoras.
A resistencia a drogas e as necessidades nutricionais

sao marcadores normalmente usados nos experimentos de transfor-

magaol®°52,

A fusao de protoplastos tem sido um instrumento bas -
tante Gtil na manipulagdao genética aséexual de varios microrga-
nismos e, como tal, € uma técnica com grande potencialidade no
melhoramento genético de microrganismos. Como na transformagao,
devem ser usados marcadores seletivos. Os protoplastos de duas
linhagens distintas sao misturadas e tratadas com agente fusoge
nico. ‘Em seguida, os protoplastos sao inoculados em meios sele-

tivos especificos para a regeneracao e seleciao dos recombinan -

tes®7,

As a-amilases e proteases microbianas sao enzimas de
‘grande aplicabilidade industrial. As a-amilases sao wutilizadas
nas industrias féxteis, de papel, de adesivos e alimentos??® e
as proteases microbianas em industrias de alimeﬁto, de couro e
farmaceutica’?.

Considerando-se a grande importancia industrial des
tas enzimas, o presente trabalho propde, através de manipula -
goes genéticas, usando o DNA transformante e fusao de protoplas
tos, obter linhagens estaveis e capazes de produzi-las em
maior escala.

Serao utilizados o B. amyloliquefaciens € 0 B, natto

considerados, respectivamente, bons produtores de a-amilase e



proteases. .
Pretende-se também comparar algumas propriedades das
enzimas produzidas pelos recombinantes com aquelas produzidas

pelas linhagens parentais.



2. - REVISAO BIBLIOGRAFICA

As bacterias do género Bacillus s3o organismos quimio
organotroficos, facilmente cultivadas e mantidas em laboratorio,
apresentando acentuada heterogeneidade de caracteristicas.

Virtualmente, todas as quarenta e oito espécies de
Bacillus  descritas por GIBSON et alii!” no "Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology", secretam uma grande variedade de
enzimas extracelulares. Entre estas, as amilases e proteases sa
as mais ubiqiias, pois, das quarenta e oito espécies, trinta e
duas degradam o amido e a grande maioria degrada a caseina“’.

As enzimas envolvidas na quebra do amido recebem o no

me genérico de amilases. Estas enzimas hidrolizam ligagoes gli



cosidicas a-1-4 e/ou 1-6. Sob o ponto de vista biotecnolégico
as amilases classificam-se em a-amilases, B-amilases, amilogli-

cosidases e enzimas desramificantes!S.

a-AMILASES MICROBIANAS

As o-amilases (a,1-4 glucan, 4-glucanohidrolase:EC 3.
2.1.1.), atuam no interior do substrato (endoenzimas), rompendo
ao acaso as ligagoes glicosidicas o,1-4 do amido, do glicogenio
e de maltooligosacarideos, com producio de aclUcares redutores ,

formando, principalmente, maltose e pequenas quantidades de gli

cose e maltotriose?d?,

As a-amilases sao encontradas em vegetais, tecidos a
nimais e microrganismos. As de origem microbiana siao obtidas na
forma cristalina a partir de bactérias do género Bacillus co -
mo:B. subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis ea par
tir de fungos, principalmente do género Aspergillus COmo A. niger
€ A. oryzae °'. |

A produgao de amilase por leveduras do genero Schwan-
niomyces e Endomycopsis tem sido estudada por varios pesquisado
res, como CLEMENTI et al<<!! e WILSON et al7i7’!, dentre outros.

As amilases microbianas tem grande aplicabilidade in

dustrial, sendo utilizadas nas indastrias texteis, de papel, de

adesivos e de alimentos?®. As a -amilases de diferentes fon

.6.



tes diferem em estrutura quimica, na afinidade pelo substrato e
nos produtos de sua hidrolise, porém, tém a mesma especificida-
de enzimatica.

As a-amilases secretadas por bactérias sao mais termo
estaveis do que as de origem fingica. Entre as bacterianas,aque
las secretadas pelo genero Bacillus sao as mais termoestaveis,
aumentando ainda mais a sua aplicabilidade industrial®.

As o-amilases produzidas por varias espécies de Ba
cillus diferem entre si quanto a faixa Stima de pH, temperatu-
ra, estabilidade da enzima, aleém de outros fatores fisioldgicos
inerentes a cada espécie. Portanto, as enzimas de diferentes o
rigens tem aplicabilidades especificas em diferentes setores?.

| CAMPBELL® isolou e purificou a-amilase produzida pelo
B. coagulans. ‘Esta eniima mantém 90% de sua atividade apds uma
hora a 90°cC. |

HARTMAN et ali72?? verificaram que a-amilase de B. ste
arothermophilus permaneceu ativa apos 12 horas a 90°C. A enzima
produzida por este microrganismo € mais termoestavel do que a
secretada pelo B. subtilis.

MADSEN et alii *? e CHIANG et ali:'® isolaram de dife
rentes linhagens de B. licheniformis uma o-amilase termoes-
tavel e ativa em solugao de amido a temperaturas superiores a
100°C, que recebeu a denominagéo comercial de Thermamyl®? e Ta

ka Therm!?®.



As a-amilases estudadas, incluindo a termoestavel  se
cretada pelo B. stearothermophilus, tem pH O6timo na faixa neu
tra ou acida, diminuindo'a atividade na faixa alcalina®. Poucas
sao as espécies de Bacillus capazes de secretar amilase alcali-
na que apresentam pH otimo entre 9,2 e 10,5. Contudo, a enzima
perde atividade rapidamente a temperaturas acima de 40°C3*.

SAITO“® isolou de solo uma cepa de B. licheniformis ,
produtora de a-amilase, com atividade numa faixa ampla de pH,
sendo a atividade maxima na faixa alcalina, a 76°C.

MORGAN et aliZ?7,trabalhando com B. Iichentiformis ob
tidas de colecgoes de cultura, verificaram que a producao de a-
amilase termorresistente € uma caracteristica desta espécie.

Na tabela que se segue estao relacionadas as proprie-
dades gerais de amilases secretadas por algumas espécies de Ba

etllus'®.

— e e e o= = — Py

pH otimo de pH otimo de  Temperatura
- Microrganismos

atividade estabilidade &tima (°C)
B. subtilis NRRL 83411 6,0 5,5 - 9,5 60
B. stearothermophilus 4,5 - 5,1 -- 55 - 70
B. licheniformis 5,0 - 8,0 6,0 - 11,0 76
B. amylolique faciens 5.9 5,9 65

e e e — eSS B L S St



As o-amilases sao parcialmente indutiveis para algu -
mas espécies de Bacillus. Como o amido nao pode penetrar na ce
lula bacteriana, ele nao esta diretamente envolvido no processo
.de indugdo. Estas bactérias sintetizam constitutivamente a a-a-
milase em niveis bem baixos, mas o suficiente para quebrar o
substrato exogeno, resultando produtos de baixo peso molecular.
Estes compostos resultantes da hidrolise entram na célula e es
timulam a maior produgao da a-amilase*?.

A maltotetraose € o indutor mais efetivo para o B. s-

tearothermophilus®®

e para o B. licheniformis“*’. A maltotriose
e maltooligosacarideos(G5, G6 e G7) sao indutores menos efeti -
vos dg que a maltotetraose. Os oligosacarideos nao relacionados
com o amido como a melibiose e a celobiose nao induzem a a-ami-
lase’. Alguns Bacillus parecem sintetizar constitutivamente a
a-amilase. O B. amyloliquefaciens'?, B. subtilis 168“° e o B.

licheni formis?®

sintetizam a a-amilase, mesmo na ausencia de o
ligosacarideos o-1-4.

Os Bacillus produzem dois tipos de a-amilase: a liqui
ficante e a sacgrificante. Estas enzimas diferem, principalmen-
te, quanto a agao sobre o amido. A sacarificante produz maiores
quantidades de produtos com capacidade redutora do que a liqui-
ficante3®?. A amilase Sacarificante, além de possuir caracteris-
tica liquificante, possui atividade sobre as ciclodextrinas e
difere imunologicamente da amilase liquificante?®.

O B. subtilis var.amylosacchariticus, B. natto e o B.

subtilis Marburg, produzem amilases do tivo sacarificante. O 3.



amyloliquefaciens produz enzima do tipo liquificante!?.

Todas as a-amilases sdo calcio-metaloenzimas®',o cal-
cio atua como cofator!®. O efeito estabilizante dos sais de cal
cio nas preparagoes de o-amilases foi primeiramente observado
por Wallerstein em 1909, que patenteou a adicao destes sais nas
preparagoes enzimaticas para a fabricagdo de cervejas.Desde en
tao, como o fenomeno de estabilizagﬁo.tem sido observado em to
das as preparacgoes de a-amilases, tornou -se rotina a adigao
destes Ions na purificag@o da enzima com o objetivo de estabili
zar e promover a sua cristalizacao®.

Varias a-amilases tém sido cristalizadas. O seu peso
molecular esta em torno de 50.000 e todas contém um atomo grama
de calcio por molécula. A o-amilase do B. subtilis é a tnica
que contém zinco, além do calcio®?.

O ion calcio esta ligado firmemente 3 molécula e tem
papel importante na preservagao da integridade da enzima, tor -
nando-a estavel e imune aos ataques de enzimas proteoliticas, a
1ém de atuar em sua atividade catalitica’?.

A remogao dos ions calcio por agentes quelantes faz
com que a enzima se torne altamente susceptivel ao ataque de
proteases, presentes nas preparagoes como contaminantes®®.

Nao existem evidencias de que o calcio participe dire
tamente na formagao do complexo enzima-substrato. Provavelmente
o metal nao esta localizado no centro ativo da enzima, mas pre-

ferencialmente localizado no interior da molécula. O calcio con

fere a molécula uma conformagado Gtima para a sua maxima ativida

.10.



de e estabilidade e estd relacionado com a manutencgao da estru-
tura terciaria da enzima?’. Segundo HSIU et alii?® a a- amilase
do B. subtilis nao possui pontes dissulfeto. Parece que o ion
calcio substitui as ligacdes S-S. Segundo estes autores, as a-
amilases pertencem a uma nova classe de metaloenzimas, caracte-
rizadas por um grupo prostético que € um metal alcalino-terroso
no lugar de um elemento de transicao com fungao estrutural,subs

tituindo as pontes dissulfeto.

BIOSSINTESE DAS o-AMILASES - ANALISE GENETICA

GREEN et ali¢'® foram os primeiros pesquisadores a i
niciar o estudo genético da biossintese da a-amilase, utilizan-
do o B. subtilis. As linhagens receptoras e doadoras produziam
amilases que diferiam em varios aspectos, incluindo estabilida-
de ao calor e sensibilidade a repressdo catabdlica. Os recombi-
nantes isolados incorporaram as informagoes gené€ticas contidas
no DNA do doador.

Posteriormente, YUKI®?, realizando experimentos de
transformagao para o gene de a-amilase, com diferentes 1linha -
gens de B. subtilis, concluiu que o gene estrutural para a-ami-
lase esta ligado ao gene 329116 , que direciona a biossintese
de aminoacidos aromaticos. Concluiu também que o gene regulador

esta ligado ao gene estrutural. Portanto, o gene regulador esta

.11,



localizado proximo ao gene ar0116. Os genes estruturais das di-

ferentes linhagens estudadas sao alelos®7.

YMAGUCHI et alii 80, realizando experimentos de trans
formagao com cepas de B. natto IAM 1212, atuando como doador de
DNA e com B. subtilis Marburg, como receptor, confirmaram as su
posigdes de YUKI®7 de que o gene regulador controla a  sintese
da a-amilase e participa do sistema de producio da enzima. Es-
te gene esta ligado ao gene estrutural que, por sua vez, esta
ligado ao gene g£g116.

Foram realizados estudos de transformagao utilizando-
se o B. natto>® e B. subtilis var. amylosacchariticus®“ como
doadores de DNA e o B. subtilis como receptor. Em ambos os ca-
sos, o gene que controla a velocidade de sintese, caracteristica
dos doadores, recombinam-se independentemente do gene estrutu-
ral para a-amilase.

0 gene estrutural para a-amilase foi denominado amy E
e o regulador amy R. O gene regulador para o B. subtilis foi
~designado como amy Rl e os genes que conferem alta = velocidade
de sintese para a-amilase foram designados amy R2 para o B.
natto e amy R3 para o B. subtilis var. amylosacchariticus®“.

A ultra-estrutura da regido genética que codifica a
sintese de a-amilase foi estudada por YAMAGUCHI et alZi5%. Os
autores isolaram 28 mutantes de B. subtilis defectivos para a
sintese de a-amilase. A partir dos dados obtidos verificaram
que as mutagOes ocorreram na regido amy E e que o gene amy R es

ta contiguo a porgdo terminal do gene estrutural amy E. Todos os
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- . 116 o
genes amy sao co-transferiveis com o gene aro , numa freqiien

cia de 30 a 40%. Alem dos genes amy E e amy R,'outros genes

afetam a biossintese da amilase.

YONEDA et a17¢53°62 jsolaram mutantes de linhagens
transformantes de B. subtilis apds tratamento com nitrosoguani
dina. Dos mutantes obtidos, com caracteristica de alta produ-
§§o de amilase, seis tiveram a produgdo de proteases aumentada
simultaneamente. O estimulo para produgao destas enzimas e
controlado por um outro gene que foi denominado pelos autores
de pap. O gene pap ndo esta ligado ao §£9116 e nem ao estrutu
ral amy E. Quando o gene pap e o amy R coexistem numa me sma
cepa, -observa-se o efeito sinergistico para a produgéo da a-ami
lase. Os mutantes produziam de duas a tres vezes mais esta en
zima e oito a dezeseis vezes mais proteases do que os paren-
tais. ApSs.a introdugao do gene pap observam-se as seguintes mo
dificagOes fenotipicas: os mutantes perdem a caracteristica de
competencia para a transformagdo, as células em cultivo tornam-

se filamentos formando cadeias e a autolise celular diminui.

A tunicamicina (TM) € um antibiotico anti-viral, ati
vo também contra bactérias Gram positivas, leveduras e fungos.
SASAKI et alii"® obtiveram mutantes de B. subtilis TM resisten
tes..Entre 0s mutantes, uma cepa produzia cinco vezes mais ami
lase do que os parentais. Este aumento foi observado so para a
a-amilase. A analise por transformagdo sugere que uma mutacio

simples induziu a resisténcia a TM e leva a hiperproducio da enzima. A
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produgdo de a-amilase €, entdo, regulada por inumeros genes. Os mais si g

nificativos sao: amy R, pap e tmr. O amy R regula a sintese da

enzima e esta ligado ao estrutural amy E.O pap regula a produ -

¢ao de proteases e a-amilase e afeta algumas propriedades pleio
tropicas do Bacillus. O tmr esta envolvido com a resistencia
a TM e com o aumento da a-amilase®! B. subtilis leva o gene
émz Rl, o B. subtilis var. amylosacchariticus o amy R3. Na au
séncia de outros genes o amy Rl induz a produgao de 10 UD/mL e
o amy R3 de 50 UD/mL. E possivel introduzir outros genes atra
vés de experimentos de transformagao, o que ird aumentar a pro
dugao de a-amilase®!. A acdo destes genes nao & aditiva, mas de
natureza sinergistica. Como exemplo, o transformante SP38, obti
do por transformacao do B. subtilis var. amylésacchariticus pro
duz em torno de 250 UD/mL de amilase. Duas vezes mais do que a
cepa doadora. A andlise genética revelou que o SP38 adquiriu o
gene amy R3, bem como mais dois novos genes do B. subtilis var.

amylosacchariticus, o papSl e amy Sl. A denominacao destes ge-

- nes se relaciona com a linhagem e funcao. Os genes papSl e
amySl, codificam a hiperprodugao de a-amilase e proteases. 0

papSl codifica a produgao de duas a tres vezes mais a-amilase e
de cinco a quinze vezes mais proteases do que o gene pap. 0
papS nao altera as caracteristicas pleotrdpicas da c€lula bacte
riana, ao passo que o pap altera. A tabela que se segue demons-
tra o efeito sinergistico dos varios genes para a produgao de

a-amilase®?!,
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GENES Produgao de
amilase
Linhagens amyRl amyR2 amyR3 papSl amyS tmR pap (UD/mL)

6160 + , 11,4
YN118 + + 22,3
Na64 + _ 46,0
YY110 + + 140,0
B7 + | + 175,0
Sf38 + + + ' 209,0
T™23 4 + + + 1475,0
PP13 + + + + + 2532,0

Vériqs genes estao envolvidos na producao de o-amila-
ses pelo B. subtilis, sendo um o regulador especifico. Como a
amilase € sintetizada no interior da célula e secretada para o
exterior, pelo menos duas estapas estao envolvidas na sinteseda
enzima: a transcricao do mRNA especifico e o transporte da enzi
ma nascente para o exterior da célula“®. NAGATA et alii"? sugerem
que a capacidade de sintese de a-amilase estd relacionada  tam

bém com o quantidade de mRNA.
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PROTEASES MICROBIANAS

As proteases microbianas, que tém aplicagodes interes-
santes nas indlastrias alimenticias, de couro e farmaceuticas .
sao todas enzimas extracelulares’’. Numerosos microrganismos,in
cluindo principalmente aqueles do genero Bacillus, produzem gran
de quantidade de proteases no meio,durante a fermentagzo.

KEAY?® divide as proteases microbianas em acidas, neu
tras e alcalinas.

HARTLEY?! propde uma classificac@o baseada no mecanis
mo de,agéo das proteases, agrupando-as em serino-proteases, me
taloproteases,proteases acidas e as tiol-proteases.

MORIHARA®® classificou as proteases de acordo com a
sua especificidade, dividindo-as em quatro grupos:

- proteases como tripsina, especificas para as 1liga-

¢oes peptidicas envolvendo residuos basicos;

- proteases alcalinas, com especificidade para as 1i
gagoes peptidicas envolvendo pequenos residuos ali
faticos como a alanina;

- proteases de estafilococos, com especificidade para
as ligagGes peptidicas envolvendo residuos acicli -
cos, com ponto de quebra no lado carboxilico.

As tiol-proteases com pH Otimo proximo a neutralida -

de, sao ativas na presenga de agentes redutores e inibidas por

agentes sulfidrilicos, porém sao pouco afetadas pelo di-isopro
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pil-fosfogluoridrato (DFP) ou agentes quelantes. MORIHARA®® as

divide em dois grupos:

neutro,

clostripainas: que sao secretadas pelo (Clostridium
histolyticum € que sao altamente especificas para
as ligagoes peptidicas envolvendo residuos basicos,

com ponto de quebra no lado carboxilico; e

proteases de estreptococos, com especificidade mais

ampla.

As metaloproteases, com o o0timo de atividade em pH

sao

divididas em quatro grupos por MORIHARA®®:
proteases neutras, especificas para as ligagOes pep
tidicas envolvendo residuos hidrofébicos;

proteases alcalinas, com ‘especificidade bastante am

.pla;

myxobacter AL-l-protease, com especificidade para
- - - .

residuos de aminoacidos pequenos, com ponto de que

bra em ambos os lados nas cadeias de insulina B oxi

dada e peptideos sintéticos,e

myxobacter AL-l-protease 11, especifica para os re

siduos de lisina, atuam em cadeias de insulina B o

xidada e em peptideos sintéticos.

As proteases acidas nao sao subdivididas. S3ao especi-

ficas para as ligagoes peptidicas envolvendo residuos aromati -

cos ou para residuos maiores de peptideos sintéticos, e mostram

uma ampla atividade na hidrolise de cadeias de insulina B oxida

da38
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Com poucas excegoes, as proteases excretadas pelos Ba
eillus sao proteases neutras (metaloenzimas) ou proteases alca-
linas (serino-proteases)"“?.

As proteases neutras sao produzidas por um grande na
mero de bactérias e fungbs. Todas estas proteases sao metaloen-
zimas contendo 1 mol de Zn/mol de enzima'*. S3o inibidas por a
gentes quelantes como o EDTA. Estes agentes se ligam inicialmen
te ao zinco sem desprendé-lo da enzima. A dialise do complexo
enzima-inibidor resulta em uma rapida restauracao da atividade
catalitica. As proteases neutras nao sio inibidas pelo DFP ou
tiol-reagentes. Estas enzimas s3ao as menos estaveis entre as
proteases microbianas. A rapida autdlise destas enzimas dificul
ta a determinagao de algumas caracteristicas fisico-quimicas co
mo, por exemplo, o peso molecular. A estabilidade diminui rapi-
damente em valdres de pH abaixo de 6,0 ou acima de 9,0. As pro
teases neutras s3ao mais estaveis na presenca de calcio'®. Fugindo
a regra, o B. thermoproteolyticus excreta uma protease neutra
" bastante estavel®. O B. polymyxa,o B. megateriuh,o B. cereus e
0 B. thermoproteolyticus somente sintetizam proteases neutras ,
embora muitas bactérias secretem proteases neutra e alcalina,si
multaneamente. As proteases neutra e alcalina excretadas pelo
B. subtilis podem ser separadas por cromatografia de adsorgac em
hidroxil-apatita?7'28,

As proteases alcalinas sao produzidas por  bactérias
e fungos e se assemelham as proteases de origem animal, como a

tripsina e quimiotripsina. As enzimas alcalinas, secretadas por
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uma grande variedade de microrganismos do genero Bacillus sao
denominadas subtilisinas®®. A subtilisina Novo é produzida pelo
B. amyloliquefaciens e a Carlsberg € representada pelas enzimas
produzidas pelo B. licheniformis e B. pumilus. Estas subtilisi-
nas sao distintas entre‘si, embora possuam muitas propriedades
em comum?®. Os estudos imunoldgicos das iniimeras proteases alca
linas excretadas por um grande numero de Bacillus demonstraram
nao haver reagao cruzada entre a subtilisina Novo e Carlsberg??

As proteases alcalinas microbiahas apresentam a seri-
na em seu centro ativo. O pH otimo esta na faixa alcalina, sio
inibidas por agentes organofosfdricos como o DFP e nio sao ini-
bidas: por agéntes quelantes e tiol-reagentes!?®,

KATO et al<i?® isolaram uma bactéria marinha psicréfi
la que excreta protease alcalina sensivel ao EDTA.

»Aé proteases acidas tém grande aplicabilidade nas in
~dustrias de alimentos. Sio produzidas principalmente por fungos.
Estas enzimas mostram propriedadades similares as de origem ani
mal, como a pepsina e a quinase. Nao sao sensiveis a agentes

quelantes, a metais pesados, a agentes sulfidrilicos ou ao DFP??
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BIOSSINTESE DE PROTEASES - ANALISE GENETICA

O B. subtzlis sintetiza proteases neutra e alcalina
no inicio da fase estacionaria. Porém, a producao de protease
alcalina parece estar intimamente associada com o processo de
esporulagao. Embora a analise genética da sintese de proteases
seja bastante complicada, alguns avangos tem sidb obtidos pelo
emprego de transformagdo inter-especifica, como as realizadas
na analise genética da a-amilase“?®.

O B. natto produz proteases com atividade total de
quinze a vinte vezes maior que a produzida pelo B. subtilis. Es
ta diferenga em atividade € devida & quantidade de protease neu
tra produzida pelo B. natto. A razao entre as atividades de pro
tease neutra e alcalina (N/A) foi de 1 para o B. subtilis e
13 para o B. natto®S.

A transformagao do B. subtilis com DNA do B. natto rea
lizada por UEHARA et ali¢°°, resultou no isolamento de 73 trans
formantes com a caracteristica de hiperprodugao de protease neu
tra (Nprh). Estes recombinantes produziram proteases com ativi-
dade total identica a produzida pelo doador.

Os 73 transformantes isolados podem ser divididos em
tres grupos:

. 69 com o fendtipo Nprh Sep* Amy ;

. 1 com o fendtipo Nprh Seph Amy’ e

. 3 com fendétipo Nprh Sep’ Amyh.

(Npr= protease ncutra ¢ sep= serino-protease)
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UEHARA et aqliZ3% sugeriram que a protease neutra po-
de ser regulada por um mecanismo idéntico aquele que ' controla
a sintese de a-amilase. A protease neutra &€ codificada por um

gene estrutural nprE, que & controlado pelo regulador nprR. Os

genes nprR1 e nprR2, encontrados no B. subtilis e B. natto, res
pectivamente, direcionam a baixa e alta produgao de protease

neutra.

A analise genética da sintese de serino-protease &
cbmplicada pela sua intima associagdo com a esporulacgido. O ge-
ne estrutural para a serino-protease foi identificado por muta
¢oes ts.5, isolado por LEIGHTON et aliz3l. O B. subtilis WB
746 ts.5, a 30°C, possuil propriedades do tipo selvagem mas, a
47°¢, produz uma serino-protease defectiva. O ts.5 foi mapea-
do por LEIGHTON et ali¢3!, que o localizaram entre o aroD e
lys por transddgéo,mas ainda permanecem duvidas se os fendtipos
obtidos sdo resultados de uma mutacao simples ,
pois MILLET et alZ:23® ndo tiveram sucesso na separagao destas
caracteristicas por transformagido. Apesar das evidéncias ob-
tidas por LEIGHTON et alZ73! o envolvimento da sintese da seri
no-protease com a esporulagdo ainda ndo esta confirmado. Muta
cOes especificas para o aumento de serino-protease ainda nao
foram obtidas, embora muitas mutacdes pleiotrdpicas aumentem a

produgao de serino-protease, além de outras enzimas"3.
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3. - MATERIAIS E METODOS

3.1. - PROCEDENCIAS DAS DROGAS E MEIOS DE CULTURA

No presente trabalho foram utilizadas substancias de
alto grau de pufeza, provenientes dos seguintes laboratorios
Sigma Chemical Company, E. Merck Ag. Darmstad, Carlo Erba, Rie
del, Reagen e Fontoura-Wyeth.

As drogas relacionadas abaixo foram provenientes dos

seguintes laboratorios:
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Tirosina: Sigma

Lisozima: Sigma

RNAse : Sigma

DNAse : Sigma

Caseina hidrolisada: Sigma

Caseina purificada : Sigma

Polietileno glicol - 6000 (PEG): Sigma

Amido solavel: Reagen

Etilenodiamina tetra acetato di-sodio(EDTA): Reagen
(Hidroximetil) amino metano (Tris): Riedel
Dodecilhidrogenio sulfato sal sédico (SDS): Merck
Reagente de fenol seg. folin-ciocalteu: Merck
Estreptomicina: Fontoura-Wyeth

Peptona: Difco

Extrato de levedura: Difco

Agar nutriente: Difco

Caldo nutriente: Difco

Tioglicolato de sodio: Merck.

3.2. - MICRORGANISMOS

No presente trabalho utilizou-se o Bacillus amyloli -
quefaciens - ATCC 2342, cedido gentilmente pelo Dr. Tobias Mene

zes (ITAL/Campinas) e o Bacillus natto, isolado do produto co -

mercial "Natto'.



As culturas-estoque foram mantidas por repicagens bi
mestrais, em tubos inclinados com o meio Agar Nutriente.Apos o

crescimento a 37°C, as culturas eram mantidas 3 temperatura de

59¢.

3.3. - MEIOS DE CULTURA

3.3.1. - Meio para isolamento de mutantes de Bacillus natto re

sistente a estreptomicina

Agar Nutriente acrescido de estreptomicina na concen-

tragao de 100 pg/mL®S.

3.3.2. - Meio de crescimento para exfragéo de DNA (experimentos

com DNA transformante)

Foi usado o meio Minimo - Glicose"S, cuja composicio

quimica em gramas/litro & a seguinte:
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Glicose 5,0

KZHPO4 7,0
(NH4)ZSO4 1,0
Citrato de Na' 0,5
MgSO4 0,2
Peptona 5,0

Extrato levedura 0,5

3.3.3. - Meio de crescimento para as células receptoras

Utilizou-se o meio C-G, descrito por HAAS et qliz!?
O meio C-G € constituido pelo meio Basal C®®, cuja composigao

em gramas/litro é:

KZHPO4 14,0
KH2P04 6,0
Citrato de Na 1,0

Glicose 5,0; acrescido de caseina hidrolizg
da, a 0,05%, L-triptofano: 50ug/mL, L-acido glutamico: 100 npg/

mL. A glicose foi esterilizada separadamente.
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3.3.4. - Meio de cultura para indugao de competéncia

Foi utilizadoo meio CT!?®, que € constituido do meio C
acrescido de caseina hidrolisada a 0,01%, L-triptofano: 5 ug/mL

e histidina: 5 ug/mL.

3.3.5. - Caldo nutriente suplementado

Caldo nutriente acrescido de: MgSO4.7H20: 0,25 g/L ;

4 6

CaCl,: 5 x 10" "M e FeSO,: 1 x 107 °M% 2,

3.3.6. - Meio seletivo e indicador para isolamento de recombi -

nantes (transformacao e fusao)

Agar nutriente acrescido de caseina a 1% e estreptomi-

cina na concentragao de 100 ug/mL®%%.
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3.3.7. - Meios indutores de a-amilase

Foram utilizados os meios seletivos AH e de producgao

SH*,descrito por SAITO“®. Composicdo quimica em gramas/litro:

AH _ SH
Amido solavel 0,2 4,0
(NH4)2HPO4 0,025 | 0,35
Extrato de levedura 0,025 : 0,60
Citrato de Na 0,01. 0,20
MgSO0, . 7H,0 0,05 0,05
KC1 i - 0,15 -
CaClZ | ) 0,0008 0,008
" Agar 2,0 -

*: pH antes da esterilizagao: 7,0.
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3.3.8. - Meio indutor de protease neutra e alcalina

Utilizou-se o meio Glutamato - Citrato“*!. Composicgao

quimica em gramas/litro:

Glicose 1,0
Kcido citrico 3,0

Citrato de Na 6,0

Glutamato Na 8,0
MgSO, 0,5
KC1 1,5
CaCl, 0,1
(NH4)2HPO4 10,0

Extrato levedura 2,0;

acrecido dos seguintes elementos tragos: sulfato de
zinco: 2,0 mg; cloreto féerrico: 0,2 mg; sulfato de cobre: 0,1

mg; cloreto de manganes: 0,02 mg e molibdato de amonio: 0,01lmg.

pH antes da esterilizagao: 7,0.
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3.3.9. - Meio para pré-indculo

Para produgao de amilase e proteases os microrganismos
eram previamente inoculados em Caldo Nutriente e incubados a
30°C durante 24 horas sob agitacdo de 150 RPM e apos, ' inocula-

dos nos meios especificos.

3.4, - ISOLAMENTO DO Bacillus natto

Foi isolado do produto comercial '"Natto'. Aproximada-
mente 0,1 g do polimero, componente viscoso do alimento, foi
diluido em 5,0 mL de solugdo salina estéril. Apds homogeneiza
c¢do inoculou-se por esgotamento em agar nutriente. Incubou-se
a 50°C por 24 horas. As colonias isoladas foram entao inocula
das em meio AH (item 3.3.7) a 30°C, por 24 horas. As colonias
formadoras de halo de hidrolise para o amido foram submetidas
a coloragdo de Gram e inoculadas em tubos inclinados com agar

nutriente. ApOs o crescimento foram mantidas a temperatura de
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3.5. - ISOLAMENTO DO B. natto RESISTENTE A ESTREPTOMICINA - B.

natto (Sm)R

O B. natto, isolado como no item 3.4., foi inoculado
em agar nutriente acrescido de’estreptomicina_na concentracgao
de 100'7ug/mL. Apos o crescimento, os mutantes foram novamente
inoculados no mesmo meio de cultura. A seguir, fofam inocula -

dos em tubos inclinados com agar nutriente acrescido de estrep

tomicina, e apdés o crescimento foram mantidos a temperatura de
5°C.
3.6. - EXPERIMENTOS COM DNA TRANSFORMANTE

O Bacillus amyloliquefaciens codificado com B.A. foi

utilizado como receptor e€ o Bacillus natto (Sm)R como doador

de DNA.
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3.6.1. - Extragao do DNA

Utilizou-se a técnica descrita por SAITO et aliihS ,

como descrita a seguir:

. foram distribuidos 100 mL de meio Minimo-Glicose
(item 3.3.2.) em frascos erlenmeyer de 500 mL.

0 conjunto foi esterilizado em autoclave a temperatu
ra 121°C durante 15 minutos.

Os frascos foram inoculados com 0,5 mL do B. natto
(SM)R (item 3.5) previamente desenvolvidos em caldo nutriente
acreséido de estreptomicina a 100 ug/mL, e incubados aerobica-
mente por 15 horas em égitador reciproco, New Brunswick, mode-
lo G-25, com velocidade regulada para 150 rpm, a temperatura de
.30°C.

. Apos o crescimento, as células foram centrifudadas
a 12 000 Xg por 10 minutos, e lavadas duas vezes com solugao
salina-EDTA (NaCl a 0,15M e EDTA a 0,1M, pH 8,0). Utilizou-se
centrifuga Sorvall modelo RC2-B.

. Doze mgde lisozima dissolvida em 6,0 mL de solugao
salina-EDTA foram misturados com éproximadamente 6,0 g de celu
las (massa Umida) e o conjunto>foi incubado em banho de agua
durante 30 minutos a temperatura de 30°cC. Ocasionalmente, o
pH da suspensao celular foi ajustado para 8,0, pela adigao de

NaOH a 1,0N. Ap6$ o tratamento com lisozima, as celulas foram

congeladas.
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. Adicionou-se em seguida 50 mL de tampao tris - SDS
(Tris a O,iM, SDS a 1% e NaCl a 0,1M, ‘pH 9,0). As células con
geladas e ressuspensas por agitagao com bastao de ‘vidro foram
'submetidas a banho de agua a 60°C. 0 congelamento e descongela
mento foi repetido por duas vezes para se obter lise total das

c€lulas, o que foi confirmado pela microscopia otica.

. A suspensao de células lisadas foi entao misturada
com igual volume de fenol redestilado e saturado com agua. 0
conjunto foi agitado manualmente, com bastao de vidro por 20

minutos em banho de gelo.

. A'emulsdo resultante foi separada em duas camadas
por centrifugacao a baixa rotagao (3 000 xg/10 minutos). A por
Ggao superior, fase aquosa, foi clarificada por centrifugacao

a 12 000 xg durante 10 minutos.

Os acidos nucléicos foram precipitados ap6s mistura
de dois volumes de etanol frio, e o precipitado foi coletado
com auxilio de bastdo de vidro e dissolvido em 20 mL de sotu-

 gdo salina-citrato diluida (NaCl a 0,15M e citrato de Na a

0,015M).

3.6.2. - Remogao de RNAs

Preparou-se uma solugao de RNAse a 0,2% em 0,15M de

NaCl. A solugao foi aquecida a 80°C por 10 minutos para inati
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var as DNAses contaminantes.

A seguir, adicionaram-se 50 ug/mL da enzima ao precipi
tado de acidos nucléicos dissolvidos em salina-citrato e incu -
bou-se por 30 minutos a 37°C. O digerido foi resfriado e mistu-
rado com igual volume de fenol saturado com agua. A mistura foi
em seguida agitada por 10 minutos em banho de gelo.

A emulsao resultante foi separada em duas camadas por
centrifugagao a baixa rotagao. A fase aquosa foi clarificada
por centrifugagao a 10 000 xg por 10 minutos.

O DNA, precipitado pela adicao de 2 volumes de etanol,
foi coletado com bastao de vidro e lavado por agitacao em al-
cool-agua nas concentragoes 70, 80 e 90 (v/vj.

Apos a lavagem o DNA foi dissolvido em 20 mL de salina

citrato, diluida, acrescida de 2 mL de solucao salina ‘citrato

concentrada (NaCl a 1,5M e citrato Na a 0,15M).

3.6.3.- Espectro de absorgao do DNA extraido do B. natto(Sm)R

Apos a remogdao de RNAs, fez-se o espectro de absorgio
do DNA transformante. As leituras em densidade Gtica foram fei
tas nos comprimentos de onda de 210 a 300 nm. Utilizou-se o es

pectrofotometro Beckman. modelo DB-GT.
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3.6.4. - Indugdo de competéncia

As células receptoras . de B.A. foram inoculadas em
meio CG (ftem 3.3.3.) e incubadas sob agitagao de 150 rpm a

37°C por 7 horas, antes de atingir.a fase estacionaria.

Apos o crescimento, adicionou-se 20% de glicerol e as

células foram mantidas sob congelamento até o momento de uso.

3.6.5. - Procedimento para a transformacgao

. Foram realizados segundo método descrito por YOSHIKA
WA®6 . As c€lulas recipientes foram rapidamente descongeladas a 37°C
e diluidas 1:10 em meio CT (item 3.3.4) e incubadas a 37°C du-
rante 90 minutos. A concentracdo final de celulas foi de 108 /
mL .

A seguir, 0,1 mL da solugao de DNA na concentracgao de
0,1 ug/mL foi adicionado a 1,0 mL de células competentes e in-
cubadas a 37°C durante 40 minutos. ApGS, 0,1 mL de celulas e
DNA.foram plaqueadas em meio seletivo indicador (item 3.3.6) e

incubadas a 37°C por 48 horas.

A concentracao de DNA foi determinada espectrofotome

tricamente pelo método de SAITO et alZZ%%, no qual 0,022 de
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densidade otica a 260 nm corresponde a lug de DNA/mL.

3.6.6. - Isolamento dos recombinantes

As células com halo de hidrolise que se desenvolveram no
meio seletivo e indicador, foram inoculadas em agar nutriente
Posteriormente, os recombinantes isolados foram testados quanto

a produgao de a-amilases e protease neutra e alcalina em meios

liquidos.

3.7. - EXPERIMENTOS COM FUSAO DE PROTOPLASTOS

Utilizou-se a té€cnica descrita por PEBERDY"“?, como

descrita a seguir.

3.7.1. - Preparagao dos protoplastos

0,5 mL da suspensao de B.A. e B. natto (Sm)R, obtidos
segundo item 3.3.9, foram inoculados separadamente em 20 mL de
caldo nutriente suplementado (item 3.3.5), a 37°C, 'sob agitagao

de 150 rpm.
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Apos, 15 mL do caldo de cada cﬁltura,'correspondendo a 6,0uni-
dades em densidade Stica a 570 nm,ou 4 x 108 colonias/mL,foram
centrifugados a 12 000 xg por 5 minutos e as massas de células
obtidas foram ressuspensas em 3,0 mL de SMMD (sacarose a 0,5M,
acido maleico a 0,02M, MgCl, a 0,02M e DNAse Sug/mL). A lisozi
ma foi adicionada a cada suspensao para uma concentracao fi

nal de 200 ug/mL. As suspensGes foram levemente agitadas du

rante 30 minutos a 37°C.

3.7.2. - Procedimento de fusao

1,0 mL de cada uma das suspensoes de protoplastos foi
misturado e centrifugado a 3 000 xg por 10 minutos. O sedimen-
to obtido foi ressuspenso em 0,2 mL de SMMD. Apos, 1,8 mL de
polietileno glicol, PEG, (peso molecular 6000) a 40% foi adicionado
aos 0,2 mL de células ressuspensas em SMMD.

Ap6és 10 minutos, adicionaram-se 10 mL de caldo nu
triente suplementado (item 3.3.5), que foi incubado a 37°C por

24 horas. A seguir, as células foram inoculadas no meio sele-

tivo e indicador (item 3.3.6).
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3.7.3. - Isolamento dos recombinantes

As células com halo de hidrdlise,que se desenvolve -
ram no meio seletivo e indicador,foram inoculadas em agar nu
triente e, posteriormente, foram testadas quanto a producgao

de a-amilase e proteases neutra e alcalina.

3.8. - PRODUGCAO DE a-amilase

Todos os recombinantes isolados, obtidos por trans -
formagao e fusao de protoplastos, foram testados quanto a ca-

pacidade de produzir a-amilase.

3.8.1. - Condigoes de crescimento

Foram distribuidos 25 mL de meio de produgao SH (i-
tem 3.3.7) em frascos erlenmyer &3250 mL e esterilizados em au
toclave a temperatura de 121°C durante 15 minutos. Os frascos
eram inoculados com 0,5 mL da suspensao do microrganismo a ser
testado (item 3.3.9) e incubados em agitador reciproco, com ve

locidade regulada para 150 rpm, a temperatura de 30°C, durante



3 dias. Apds o periodo de incubac3o, pequenas aliquotas eram
submetidas a centrifugacao de 12 000 xg por 10 minutos. O o)

brenadante era analisado quanto a produgao de a-amilase.

3.8.2. - Determinagdo da atividade a-amilasica

A produgao de amilase foi determinada segundo a téc-
nica descrita por SMITH et qli7°°, e modificada ségundo MEDDA
et alii®"*, sendo expressa como atividade dextrinizante. Uma u-
nidade dextrinizante (UD) foi definida como a quantidade de en
zima capaz de hidrolisar 1,0 mg de amido por minuto, sob as

condigoes especificas do ensaio.

3.8.3. - Condigoes do ensaio para determinagdo da atividade ami

lasica

A cada 0,5 mL de amido solivel a 1% acrescentava -se
0,1 ml de tampao fosfato 0,1M, pH 6,0; 0,3 mL de agua destila-
da e 0,1 mL do sobrenadante, como descrito no item 3.8.1. Apos
incubacdo de 5 minutos em banho de agua a temperatura de 50°C,
a reagao era paralisada pela adicao de 0,5 mL de HC1l 1,0N. Pa
ra o desenvolvimento de cor, adicionava-se 0,1 mL de solugao

de lugol (0,3% de I em 30% de solucao de KI), sendo o volume
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completado para 15 mL. As leituras foram feitas em espectrofo-

tometro a 620 nm. Usou-se como branco o tampao fosfato 0,1M

*

pH 6,0.

-3.9. - PRODUGCAO DE PROTEASES NEUTRA E ALCALINA

Todos os recombinantes isolados, obtidos por trans -
formacao e fusao de protoplastos, foram testados quanto a capa

cidade de produzir protease neutra (N) e alcalina (A).

3.9.1. - Condigoes de crescimento

Foram distribuidos 30 mL de meio Glutamato - Citrato
(item 3.3.8) em frascos erlenmeyer de 250 mL e esterilizados
em autoclave a temperatura de 121°C, durante 15 minutos.

Os frascos foram inoculados com 0,5 mL da suspensao
do microrganismo a ser testado (item 3.3.9) e incubados em agi
tador reciproco, com velocidade fegulada para 150 rpm, a tempe
ratura de 30°C, durante 24 horas. Apds o periodo de incubacgao,
pequenas aliquotas eram submetidas a centrifugagiao de 12000 xg
por 10 minutos. O sobrenadante era analisado quanto a produgao

de proteases neutra e alcalina.
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3.9.2. - Determinagao da atividade proteolitica

Foi determinada segundo técnica descrita por ANSON2,
modificada. Uma unidade proteolitica (UP) foi definida como a.
quantidade de enzima que, atuando sobre a caseina, libera 0,01

.mg/mL de tirosina por minuto, sob as condigdes especificas do

ensaio.

3.9.3. - Condigoes do ensaio para determinagdo da atividade

proteolitica

Para cada 1,0 mL de caseina purificada a 0,6% em tam-
pdo fosfato 0,1M, pH 7,0 ou 0,1M de tampdo TRIS-HC1, pH 9,0
(atividade deterﬁinada como protease neutra ou alcalina respec
tivamente) adicionavam-se 0,2 mL do sobrenadante (item 3.9.1 )
‘a ser testado. Apos 5 minutos de incubacdo a 40°C em banho de
agua a reagdo era paralisada pela adigdo de 1,0 mL de acido tri
cloroacetico a 0,11M, contendo acido acético 0,33M e acetato
de sodio 0,22M. A mistura era deixada a temperatura ambiente
por 30 minutos, e apos era centrifugada a 3000 xg por 10 minu-
tos. O sobrenadante era filtrado em papel de filtro. Para cada
1,0 mL do filtrado acrescentavam-se 2,0 mL de NaOH, 0,5N e 0,6
mL de reagente de fenol, 1,0N. As leituras eram feitas em es-

pectrofotometro a 550 nm“*!. Como branco usou-sc 1,0 mL de caseinaa
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0,6%, diluida em tampao fosfato ou TRIS, acrescido de 0,2mL do
sobrenadaﬁte, com adigao imediata de 1,0 mL de tricloroacético
a 0,11M. Ao filtrado, como descrito acima, acrescentavam- se
2,0 mL de NaOH, O0,5N e 0,6 mL do reagente de fenol. Usou-se a
tirosina nas concentracoes de 0,05; 0,075; 0,15 e 0,20 mg/ mL

na construgao da curva padrio.

3.10. - ASPECTOS TAXONOMICOS DIFERENCIAIS DOS PARENTAIS E RE -
COMBINANTES

Os parentais B.A. e B. natto e as linhagens recombi-
nantes T-30, T-39, T-41, T-47, T-49 e F-52 foram inoculados nos
meios: Agar Nutriente, Caldo Nutriente contendo NaCl a 7,5% e
10% e Tioglicolato de Sodio. Apds, foram incubados por 48 ho-

ras a 37°C e 50°C (microrganismos inoculados em Agar Nutrien -

te) .

3.11. - CINETICA DE PRODUCAO DA o-AMILASE

Para o estudo da cinética foram utilizadas as linha-

gens B.A., T-41 e T-49.

As condigoes de crescimento foram as mesmas descri -
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tas no item 3.8.1. O tempo de fermentagao foi de 72 horas, e
a partir de 12 horas, com intervalos de 12 em 12 horas, deter-
minou-se o pH do caldo de cultura. Apos centrifugagdo, com o
sobrenadante, determinou-se a atividade amilasica, como descri-

to nos itens 3.8.2 e 3.8.3 e com a massa celular, o massa se-

ca.

'3.11.1. - Determinacao da massa seca

; 10 mL do caldo de cultura era centrifugado a 12000
xg durante 10 minutos, em frascos de centrifuga, previamente ta
rados. Apés a lavagem das células com solugdo salina (NaCl a
0,85%), os frascos eram colocados em estufa regulada para 80°cC,

durante 12 horas. Os resultados foram expressos em mg/mL.

5.12. - EFEITO DO pH, TEMPERATURA E ESTABILIDADE (OC) NA ATIVI
DADE DA «-AMILASE

Os microrganismos B.A. e T-41 foram cultivados co-

mo descrito no item 3.8.1.
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3.12.1. - Efeito do pH

As atividades amilasicas dos microrganismos testados
foram determinadas segundo os itens 3.8.2. e 3.8.3., usando-se
0os seguintes tampoes: citrato 0,05M, com valores de pH 4,0 ,
4,5, 5,0 e 5,5; fosfato 0,1M com valores de pH 6,0, 6,5 ¢ 7,0
e TRIS-HCl1 0,1M, com valores de pH 8,0 ¢ 9,0. Os ensaios foram

realizados 3 temperatura de 50°C.

3.12.2. - Efeito da temperatura

As atividades amilasicas dos microrganismos testados
foram determinadas nas temperaturas de 40, 45, 50, 55, 60 e
65°C, segundo os itens 3.8.1. e 3.8.3. Os ensaios foram reali-

.zados usando-se tampao fosfato 0,1M, pH 6,0.

3.12.3. - Estabilidade da a-amilase nas temperaturas de 60 e

65°C

Os sobrenadantes a serem testados foram incubados em
banho de agua regulado a temperatura de60°Ce posteriormente de

65°C, e de 5 em 5 minutos a partir do tempo zero, aliquotas e
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ram retiradas e testadas quanto a atividade dextrinizante. Os

ensajos foram realizados em pH 6,0.

3.13. - CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS PRODUTOS DE HI
DROLISE DO AMIDO PELA o-AMILASE PRODUZIDA PELOS BACI -
LOS B.A. E T-41

Para ahidrolise, os sobrenadantes foram obtidos se -
gundo as técnicas descritas no item 3.8.1. Apds, foram dialisa
dos por 24 horas em agua destilada. A seguir, 1,0 mL dos diali
sados obtidos foi adicionado a 10 mL de amido gelatinizado, a
1%, respectivamente. O sistema de reégéo foi incubado durante
12 horas a 50°C. As misturas de reagao foram aplicadas em pa
- pel de cromatografia Whatman n® 1. O sistema de solventes uti-
lizado para a cromatografia descendente em papel foi butanol
piridina : agua, na proporgao 6:4:3 (v/v), respectivamente.

O tempo de desenvolvimento do cromatograma foi de
24 horas. Como aglGcar-padrao utilizou-se uma mistura de Glico-
se (Gl), Maltose (GZ), Maltotriose (G3), maltotetraose (G4) .
Maltopentaose (GS) e maltohexaosé (66). Os agucares redutores

foram revelados com AgNO.S e NaOH alcoolico,de acordo com o mé-

todo descrito por TREVELYAN et aqlii%%.
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3.14. - CINETICA DE PRODUCAO DAS PROTEASES NEUTRA E ALCALINA

Para o estudo da cinética de producdo de proteases
foram utilizadas as linhagens B. natto (Sm)R, F-52 e T-39.As
condigoes de crescimento foram as mesmas descritas no item
3.9.1. O tempo de-fermentagéo foi de 36 horas e a partir de
6 horas,com intervalos de 6 em 6 horas, determinou-se o pH
do caldo de cultura. As atividades proteoliticas foram deter
minadas como nos itens 3.9.2. e 3.9.3 e 0 peso seco como no

3.11.1.

3.15. - EFEITO DO EDTA NAS ATIVIDADES PROTEOLITICAS

Foram utilizados o parental B. natto e os recombi-
nantes F-52, obtido por fusao, e T-39, obtido por transforma
gao.

As condigoes de crescimento foram as mesmas descri
tas no item 3.9.1. Para cada 1,0 mL do sobrenadante adiciona
va-se 1,0 mL de EDTA a 10 mM, diluida em tampao TRIS-HC1 ,
0,1M, pH 7,0. O conjunto foi incubado a 37°C em banho de a -

gua, por 30 minutos®°. Apds tratamento, as atividades proteo

liticas foram determinadas como descrito nos itens 3.9.2 e
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3.9.3, usando-se respectivamente tampao TRIS-HC1 a 0,01M nos
valores de pH 7,0 e 9,0. As atividades remanescentes foram

[}

expressas em %.
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4. - RESULTADOS

4.1. - ISOLAMENTO DO B. natto

O B. natto foi isolado do produto comercial '"'Natto" e
apresenta as seguintes caracteristicas: bastonetes Gram positi-
VoS, crescimgnto a 50°C e formagac de halo de hidrolise para o
amido. Posteriormente., isolou-se o mutante resistente a estrep-

tomicina.



4.2. - ESPECTRO DE ABSORGCAO DO DNA DO B. natto (Sm)R

Apo6s a extracao do DNA, determinou-se o seu espectro
de absorgao. A Figura 1 mostra dois picos maximos, um a 220nm e
outro a 260 nm, sendo que este Ultimo corresponde ao pico de ab

sorgao do DNA.

4.3. - SELECAO DE RECOMBINANTES OBTIDOS POR TRANSFORMACAO

Foram isolados 85 recombinantes resistentes a estrepto
micina e entre estes selécionaram-se onze transformantes que a-
presentaram producao de a-amilase superior ao receptor B.A. Se
lecionou-se também o transformante que produziu mais proteases,

entre os 85 isolados (Tabela 1). Observa-se que a linhagem T-39

produziu quatro vezes mais proteases do que o B.A.

4.4, - SELECAO DE RECOMBINANTES OBTIDOS POR FUSAO DE PROTOPLAS-
TNS

Nos experimentos de fusao isolaram-se 42 recombinantes

resistentes a estreptomicina. A Tabela 2 relaciona os seis me
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EXTRAIDO DO B. natto {sm)R
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TABELA 1 - Produgdo de a-amilase e proteases, neutra e alcali-
" na, obtidas de linhagens parentais e recombinantes,

por transformagao.

a-amilase proteases
LINHAGENS | ‘ N/A
UD/mL UP-N UP-A

Parentais

B. amyloliquefaciens (Sm)S 42,0 1,8 1,5 1,2
(receptor)
. B. natto (Sm)R
(doador) 2,0 8,4 10,5 0,8
Transformantes (Sm)R

T-4 55,0 5,7 3,0 1,9
T-5 - 55,0 4,2 1,8 2,3
T-12 ] 55,0 6,0 2,4 2,5
T-14 52,0 5,7 3,3 1,7
T-15 52,0 - 5,5 3,1 1,8
T-18 55,0 3,6 2,5 1,4
T-20 55,0 2,7 2,0 1,3
T-30 70,0 4,8 3,6 1,3
T-39 44,0 7,2 5,4 1,3
T-41 74,0 6,0 4,2 1,4
T-47 70,0 4,5 1,8 2,5
T-49 74,0 3,0 1,2 2,5

Total de transformantes obtidos: 85

UD = Unidade Dextrinizante, definida como a quantidade de enzima capaz de
hidrolizar 1.0 mg de amido, sob as condi¢Oes especificas do ensaio.

UP-N

UP-A

i}

Unidade Proteolitica, dosada como protease neutra;

Unidade Proteolitica, dosada como protease alcalina. Ambas :umnida-
des definidas como a quantidade de enzima que, atuando sobre a ca-
seina, libera 0,01 mg/mL de tirosina/min., sob as condigbes especl

ficas de ensaio.

N/A = Razdo entre UP-N ¢ UP-A.



TABELA 2 - Produgao de a-amilase e proteases, neutra e alcali-
na, obtidas de linhagens parentais e recombinantes,
por fusdo de protoplastos.

a-amilase proteases
LINHAGENS N/A
UD/mL UP-N UP-A
Parentais
B. amyloliquefaciens 42,0 1,8 1,5 1,2
B. natto v 2,0 8,4 10,5 0,8
Recombinantes (Sm)R
F-5 25,0 1,8 0,9 2,0
F-7 26,0 1,5 0,15 10,0
'F-8 ' 24,0 2,4 0,03 8,0
F-12 .. 27,0 2,4 1,8 1,3
F-15 » 25,0 2,1 0,06 3,5
F-52 4,0 7,5 9,5 0,8

Total de recombinantes obtidos: 42
UD = Unidade Dextrinizante, definida como a quantidade de enzima capaz de
hidrolisar 1,0 mg de amido, sob as condigdes especificas do ensaio.

UP-N
UP-A

Unidade Proteolitica, dosada como protease neutra;
Unidade Proteolitica, dosada como protease alcalina. Ambas unida-

des definidas como a quantidade de enzima que atuando sobre a casei

na, libera 0,01 mg/mL de tirosina/min., sob as condigles especificas
do ensaio.
N/A = Razao entre UP-N e UP-A.
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lhores produtores de a-amilase e proteases. Estas linhagens pro
duziram menos a-amilase do que o parental B.A. e menos protea -
ses do que o B. natto. Entre estes recombinantes, o F-52 foi o
que excretou mais proteases e em relagao a o-amilase, produziu

duas vezes mais do que o parental B. natto.

4.5. - ASPECTOS TAXONOMICOS DIFERENCIAIS DOS PARENTAIS E DAS LI

NHAGENS RECOMBINANTES

i

A Tabela 3 mostra o crescimento das linhagens paren-
tais e recombinantes, em diferentes condicoes de cultivo.

O B. natto e o recombinante F-52 cresceram a 50°c, ao
passo que o pafental B.A. e as outras linhagens nao foram capa
zes de se desenvolverem a esta temperatura. Os parentais e Te
combinantes apresentaram bom crescimento em meio contendo NaCl
a 7,5% e crescimento moderado em NaCl a 10%, e 6 crescimento des

tes bacilos em toda a extensao dos tubos contendo o meio de tio

glicolato de s6dio mostraram que eles sao facultativos.



TABELA 3 - Aspectos taxonomicos diferenciais dos parentais e
das linhagens recombinantes.

CONDICOES DE CULTIVO

MICRORGANISMOS 50°C ‘NaCl TIOGLICOLATO DE
7,5% 10,0% SODIO
Parentais
B. amyloliquefaciens - + M F
B. natto + 0+ M F
Recombinantes - + M F
T-30 - + M F
T-39 - N M F
T-41 - + M F
T-47 - + M F
T-49 - + M F
F-52 + + M F

M = crescimento moderado; F = facultativo.



4.6. - CINETICA DE PRODUGAO DA o-AMILASE

4.6.1. - Microrganismo parental: B. amyloliquefaciens

A Tabela 4 e a Figura 2 mostram que o aumento de
producao da e-amilase tefe inicio com 12 horas de fermentacao,
aumentando gradualmente até atingir 44 UD/mL num periodo de
72 horas.

Com 24 horas de fermentagdo obteve-se o maximo de
crescimento celular, com massa seca de 3,7mg/mL, apos o que
houve um decréscimo, atingindo 2,6 mg/mL ao fim do experimen-
to. No tempo zero o pH do caldo de cultura era 6,8, elevando-

-se para 8,0 d4pos 72 horas.

4.6.2. - Linhagem recombinante: T-41

Os dados da Tabela 5 e Figura 3 mostram que o au
mento em atividade da a-amilase ocorreu com 12 horas de fermen
tagdo, elevando-se até atingir 80 UD/mL, num periodo de 72 ho
ras.

O crescimento celular aumentou ate 24 horas, com

massa seca maxima de 3,9 mg/mL, seguindo-se um decréscimo, atingin
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TABELA 4 - Cinética de produgao de o-amilase pelo Bacillus

amyloliquefaciens

Massa Seca a-amilase

Horas pH mg/mL UD/mL

0 6,8 R -
12 7.3 1,9 2,0
24 7,6 3,7 16,0
36 7,8 3,4 26,0
48 7,9 3,0 36,0
60 7,9 2,8 40,0
72 8.0 2,6 44,0

UD

Unidade dextrinizante, definida como a quantidade de en-
zima capaz de hidrolisar 1,0 mg de amido, sob as condi -

coes especificas do ensaio.
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TABELA 5 - Cinética de produgao da a-amilase pelo transforman

te T-41.
Massa Seca a-amilase
Horas pH

mg/mL UD/mL
0 6,8 -- -
12 7,1 1,7 1,0
24 7.6 3,9 14,0
36 7,9 3,2 33,0
48 ' 7,8 3,0 62,0
60 7,9 2,6 72,0
72 8,1 2,0 80,0

§8] Unidade dextrinizante, definida como a quantidade de en-

zima capaz de hidrolisar 1,0 mg de amido, sob as condi -

coes especificas do ensaio.

.57.



G
~ 604 8,0
(@)
>
70 =
40 Gp
3
2] 20

mg/mL

MASSA SECA

HORAS

FIGURA 3- CINETICA DE PRODUGCAO DA =< - AMILASE PELO
TRANSFORMANTE T- 41

©®——@ UD — UNIDADE DEXTRINIZANTE

O\ pMaSSA SECA
o——e pH ( CALDO DE CULTURA)

" .58‘



TABELA 6 - Cinética de produgdao da a-amilase pelo transforman

te T-49.
Massa Seca a-amilase
Horas pH
mg/mL UD/mL
0 6,8 == -
12 7,1 1,6 1.0
24 7,7. 3,8 14,0
36 7,9 3,4 30,0
48 7,9 3,1 48,0
60 7,9 2.6 61,0
72 8,0 2,0 70,0
UD = Unidade dextrinizante, definida como a quantidade de en-

zima capaz de hidrolisar 1,0 mg de amido, sob as condi -

goes especificas do ensaio.
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do 2,0 mg/mL apos 72 horas. O pH do caldo de cultura foi 6,8

no tempo zero, aumentando gradualmente ao termino da fermenta-

gao.

4.6.3. - Linhagem recombinante: T-49

A Tabela 6 e a Figura 4 mostram que o aumento em
atividade da o-amilase iniciou com 12 horas de fermentagao, au
mentando gradualmente, até atingir 70 UD/mL num periodo de 72
horas.

O aumento da massa celular atingiu valor maximo de
3,8 mg/mL com 24 horas de fermentagao, havendo um decréscimo
que, ap65 72 hbras, alcancou 2,0 mg/mL. No tempo zero, o pH
do caldo de cultura era 6,8, elevando-se para 8,0 ao termino do

experimento.

4.7. - EFEITO DO pH NAS ATIVIDADES DAS o-AMILASES

Os dados da Figura 5 mostram que as atividades ami
lasicas das linhagens B.A. e T-41 aumentaram gradualmente com
a elevagdo do pH do ensaio, atingindo valor maximo em pi ao re-

dor de 6,0. Neste pH as atividades amilasicas foram 44 UD/mL para B.A. 78
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UD/mL.para e T-41. A atividade decresceu em valores de pH acima
de 6,5, mostrando redugao mais acentuada nos valores de pH aci

ma de 8,0.

4.8. - EFEITO DA TEMPERATURA NAS ATIVIDADES DAS o-AMILASES

Os dados da Figura 6 mostram que as atividades ami
lasicas dos microrganismos B.A. e T-41 foram aumentando com a
elevacdo da temperatura. A temperatura de 60°C as atividades
foram de 52 UD/mL para o B.A. e 87 UD/mL para o T-41. Na tem-
peratura de 65°C houve reducdo de 1 UD/mL para a linhagem T-41.
Por outro lado, nesta temperatura, a atividade amilasica do

B.A. nio se alterou.

4.9. - ESTABILIDADE DAS o-AMILASES AS TEMPERATURAS DE 66 e 65°C

Os dados da Figura 7 mostram que & 60°C a ativida
de amilasica do B.A. praticamente ndo se alterou, num periodo
de 60 minutos. A.65°C, no tempo zero, a atividade era de 40 ub/
mL e, apos 30 minutos, foi para 26 UD/mL, correspondendo a uma

perda de 35% em atividade.
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A atividade amildsica do T-41 na temperatura de 60°C e

ra de 75 UD/mL, no tempo zero. Apds 60 minutos houve redu-
Gao para 61,0 UD/mL. A redugao em atividade foi mais dras-
tica a 65°C. Apds 30 minutos, a atividade atingiu 38 UD /

mL, correspondendo a uma perda de 51% em atividade.

4.10. - CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS PRODUTOS DE HI

DROLISE DO AMIDO PELA a-AMILASE PRODUZIDA PELAS LINHA-

GENS B.A. E T-41

Através do cromatograma (Figura 8), verifica-se que
os valores de Rf para o padrao e para as linhagens B.A. e T-41

se acham bem proximos.

As enzimas produzidas por estas linhagens apresentaram

a mesma maneira de atuagao sobre o amido.
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- FIGURA 8 - Cromatografia descendente em papel dos produtos de
hidrélise do amido pela a-amilase produzidas pelas
linhagens B. amyloliquefaciens e T-41.

1: padrao - Gy (glicose), G, (maltose); G5 (malto-
triose); Gy (maltotetraose) ; Gs(Maltopentaose) e

Gﬁ (Maltohexaose).

2: B. amyloliquefaciens.

3: T-41.
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4.11. - CINETICA DE PRODUCKQ DE PROTEASES NEUTRA E ALCALINA

4.11.1. - Microrganismo parental: B. natto

Verifica-se, atraves da Tabela 7 e Figura 9, que
a sintese da protease neutra ocorreu a partir de 12 horas, com
atividade maxima de 8,5 UP em 24 horas. Nos intervalos de 30
e 36 horas houve reduééo da atividade, encontrando-se os valo-
res de 8,4 e 8,3 UP, respectivamente.

Em relagdo a protease alcalina, houve um aumento
gradual de 0,6 UP (12 horas) para 10,5 UP, em 36 horas.

A massa celular alcangou o valor maximo de 3,4mg/
mL, em 24'h6ras. Nos intervalos de 30 e 36 horas os valores en
contrados foram de 3,0 e 2,5 mg/mL,respectivamente.

Em relagao ao pH observou-se alcalinizagao do cal

do de cultura atée o valor de 8,7 ao final da fermentacgao.

4.11.2. - Linhagem recombinante: F-52

A Tabela 8 e a Figura 10 mostram que a atividade

da protease neutra aumentou nos intervalos: de 12,18 e 24 horas. Nes
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TABELA 7 - Cinética de produgdo das proteases, neutra e alcali
na, pelo B. natto (Sm)R.

Massa seca proteases
Horas _ pH ‘
: mg/mL UP-N UP-A
6 6,6 | 0,5 - -
12 7,2 1,2 1,2 - 0,6
18 7,6 2,7 4,5 2,5
24 : 8,2 3,4 8,5 10,4
30 8,5 3,0 8,4 10,5
36 8,7 2,5 8,3 10,6
UP-N = Unidade proteélitica, dosadaAcoﬁo protease neutra;

UP-A

Unidade proteolitica, dosada como protease alcalina. Am
bas unidades definidas como a quantidade de enzima que,
atuando sobre a caseina, libera 0,01 mg/mL de tirosina/

- - -~ - - -
min., sob as condigoes especificas do ensaio.
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TABELA 8 - Cinetica de produgdo das proteases, neutra e alca-

.1lina, pelo recombinante F-52.

“Massa seca Proteases
Horas pH
mg/mL UP-N UP-A
6 6,6 0,4 =- --
12 7,2 1,1 1,0 0,4
18 7,5 2,5 4,5 1,6
- 24 8,0 3,2 7,5 9,5
30 8.4 2,7 7,4 9,7
36 8,6 2,0 7,3 9,8
UP-N = Unidade proteolitica, dosada como protease neutra;

UP-A

Unidade proteolitica, dosada como protease alcalina.
Ambas unidades definidas como a quantidade de enzima
que, atuando sobre a caseina, libera 0,01 mg/mL de ti-

rosina/min., sob as condigdes especificas do ensaio.
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te periodo os valores encontrados foram: 1,0; 4,0 e 7,5 UP res
pectivamente, verificando-se em seguida reducdo das atividades,
que atingiu, apos 30 horas, 9,7 e 9,8 UP apos 36 horas.

A massa celular alcangou o valor maximo de 3,4mg/
mL em 24 horas, obtendo-se 2,7 e 2,0 mg/mL, apdos 30 e 36 horas
respectivamente. O pH do caldo de cultura aumentou gradualmen

te até o valor de 8,6 ao término da fermentagao.

4,11.3. - Linhagem recombinante: T-39

Os dados da Tabela 9 e Figura 11 mostram que a
produgcao de protease neutra iniciou-se com 12 horas de fermen-
tagao, com aumento gradual em 18 e 24 horas. As atividades ob
tidas foram de 1,0; 4,0 e 7,4 UP respectivamente. Nos périg
dos de 30 e 36 horas os valores encontrados foram de 7,3 e
7,2 UP, respectivamente. Em relagao a protease alcalina, hou-

ve um aumento gradual de 0,3 UP em 12 horas para 5,7 UP, em

36 horas.

A massa celular alcangou o valor maximo de 3,3mg/
mL, em 24 horas, que alcangou 2,1 mg/mL em 36 horas. O pH do
caldo de cultura elevou-se para 8,0 apds 36 horas de fermenta-

gao.



TABELA 9 - Cinetica de produgao das proteases, neutra e alca-

~lina, pelo recombinante T-39.

Massa seca ‘ Proteases
Horas pH ,
mg/mL . UP-N UP-A

6 6,6 0,4 -- -~

12 7,3 1,1 | 1,0 0,3

18 7,5 2,5 4,0 1,5
24 8,0 | 3,3 7,4 5,5

30 8,4 2,8 7,3 5,6

36 8,6 2,1 - 7,2 5,7
UP-N = Unidade proteolitica, dosada como protease neutra;

UP-A

Unidade prbteolitica, dosada como protease alcalina.
Ambas unidades definidas como a quantidade de enzima
que, atuando sobre a caseina, libera 0,01 mg/mL de ti-

rosina/min., sob as condigoOes especificas do ensaio.
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+4.12. - EFEITO DO EDTA NAS ATIVIDADES PROTEOLITICAS

Os dados da Tabela 10 mostram que as atividades proteo
liticas dos sobrenadantes obtidos de B. natto e dos recombinan-
tes F-52 e T-39 sofreram redugao apo0s tratamento com EDTA. As
atividades remanescentes, dosadas em pH 7,0 e pH 9,0, expressas
em %, foram: para o B. natto, 36,0 e 54,5; para o F-52, 36,0 e

54,0 e para o T~-39, 31,0 e 44,0.
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TABELA 10 - Efeito do EDTA nas atividades proteoliticas.

ATIVIDADE REMANESCENTE

MICRORGANISMOS b
pH 7,0 pH 9,0
B. natto 36,0 54,5
F-52 36,0 54,0

© T-39 31,0 44,0

Os sobrenadantes foram incubados em EDTA (concentragao final
S mM), durante 30 minutos/37°C. Apés as atividades proteoli-
ticas, foram dosados como protease neutra em pH 7,0 e protea

se alcalina em pH 9,0.
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5. - DISCUSSAO

5.1. - COMPARACAO DOS METODOS DE TRANSFORMACAO E FUSAO

Conforme YAMAGUCHI et ali7%0, SAWAMURA em 1905,
isolou pela primeira vez o B. natto, a partir de queijo de so-
- ja fermentado. E sabido que este bacilo produz grande quahti—
dade de proteases extra-celulares. E algumas linhagens de B.
- natto produzem grande quantidade de a-amilase, como o B. natto
IAM 1212, que produz cinco vezes mais a-amilase do que o B.
subtilisS8,

O B. natto usado nos experiméntos apresentou as
caracteristicas de produzir proteases, neutra e alcalina, com
baixa produgao de c-amilase, enquanto o B. 'amyloliquefaciens
ATCC 2342 excretou grande quantidéde de a-amilase com pouca

producao de proteases (Tabela 1).
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Comparando as Tabelas 1 e 2, verifica-se que os recom
binantes obtidos por transformagao sao melhores produtores de
enzimas do que os obtidos por fusao de -protoplastos. Is
to nos leva a- crer - na maior eficiencia da transfor
magao na obtencao de recombinantes quando se esta trabalhando
com bactérias. A baixa freqiiencia na obtengao de recombinantes
por fusao € devida a dificuldade de interacao entre os cromos-
somos inteiros dos parentais*?, enquanto que na transformacgao
sao pedagos de DNA que interagem com o genoma do receptor.

Para evitar que pedagcos de DNA, oriundos da ruptura
de protoplastos pudessem interagir com o DNA dos protoplastos
integ;os de outra linhagem, usou-se DNAse durante o experimen-
to"?,

Apos a adigdo do PEG, os protoplastos devem primeira-
mente ser inoculados em meio liquido apropriado para serem Te
vertidos a forma bacilar e, entao, inoculados em meio seletivo
indicador.

Segundo HADLACZKY et alZZ2?°, a reversao do protoplas-
to para a forma bacilar se faz em tres seqliencias:aumento de
tamanho dos protoplastos, divisao nao orientada dos protoplas-
tos e crescimento da forma bacilar. Os recombinantes obtidos
por fusao sao hapléides e estaveis“?.

O tipo de agente fusogenico usado também pode afetar
a freqiiencia dos recombinantes. VIDOLI et qli<®’, trabalhando

com Saccharomyces cerevisiae obtiveram um aumento consideravel

na obtengao de recombinantes quando o gel de alginato de cal -
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cio foi usado ao invés do PEG, normalmente usado nos experimen-
tos de fusao.

O fator limitante na produgdo de transformantes € devi
do a competéncia das cé€lulas receptoras em incorporar o DNA do
doador. Competéncia € um estado fisiologico e significa a sus -
ceptibilidade de uma populagdao de células para se transformar!l.
Segundo ANGNOSTOPOULOS et aliii o aumento da capacidade de o mi
crorganismo se transformar ocorre no final da fase 1ogaritmica
de crescimento. A presenga‘dé extrato de leveduras, L-triptofa-
no e um agente quelante como a L-histidina ao meio de cultura,
também aumenta a eficieéncia de transformagao. Estes fatos suge-
riram aqueles autores que algum tipo de crescimento nao balance
ado, sob condigbes especiais do meio de cultura, s3ao necessa -
rios para uma Otima transformagado.

A velocidade de transformagao vai depender também da
concentragao de DNA usado nos experimentos. Em altas concentra-
goes, a velocidade se torna irregular e o numero. de transforman
tes diminui®2°%*%,

A freqiiencia de transformantes aumenta linearmente,com
adigao constante de DNA, e o maximo de saturagao € alcancado em
torno de 0,1 pug/mL3. O excesso de proteinas associadas com o
DNA apds a sua extracgdao diminui a atividade do DNA transforman-
te®?. A Figura 1 mostra o pico maximo de absorgao do DNA a 260

nm. O excesso de proteinas associada ao DNA iria deslocar este

pico para as faixas de 270 a 280 nm.
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Um fator de indugdo de competéncia foi isolado do
sobrenadante do meio de cultura e do extrato de B. subtilis.
Este fator estimulante da transformagdo, apdos a sua purifica-
¢ao, apresentava atividade 1litica e comportava-se como DNAse“.

Baixas concentragdes de lisozima também estimulam a
transformagcao, reforgando o papel das enzimas liticas no pro-

cesso®3.
5.2. - ASPECTOS TAXONOMICOS

Do ponto de vista taxoﬁ6mico 0 B. natto (B.subtilis,
NAT), estd intimamente relacionado com o B. subtilis Marburg (B.
subtilis) e com o B. subtilis var. amyloéacchariticus (B. sub-
tilis SAC), ao passo que o B. amyloliquefaciens esta distancia
do da espécie B. subtilis"3,

Considerando-se aspectos fisioldgicos e bioquimicos,
algumas propriedades indicam que o B. amyloliquefaciens difere
do B. subtilis pela capacidade de crescimento a 50°C, de se de-
senvolver em meio contendo NaCl a 10%, por apresentar crescimen
to caracteristico em meio de batata, de produzir grande quanti-
dade de a-amilase e fermentar a lactose com prodﬁgéo de acido.
0 B; subtilis apresenta crescimento moderado em meio com  NaCl
a 7.5%. Ambos sdo facultativos®9.

A linhagem de B. natto utilizada cresceu em meio  com

NaCl a 10% (Tabela 3), apesar do intimo relacionamento taxondomi
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co com o B, subtilis*3. Foi ainda capaz de crescer a 50°C, ca -

racteristica esta que foi transferida somente para a linhagem

F-SZO
5.3. - CARACTERISTICAS GENETICAS DOS RECOMBINANTES

Os parentais B. amyloliquefaciens e B. matto, quan
to a produgdo de a-amilase e proteases, apresentam, respectiva-

- mente, os fenotipos: AMIa, PNb-PAb e AMI?

PN? - PA_al indicando
""a'" alta produgao e 'b" baixa produgao, respectivamente, de a-
~amilase (AMI) e de proteases neutra ou alcalina (PN-PA).

| Para a sintese de a-amilase.os transformantes sele
cionados (Tabela 1) podem ser divididos em dois grupos: os AMI?

e os AMI®, indicando "s" produgao superior.

Para a producdo de proteases neutra e alcalina a

divisdo em grupos & dificultadaspela variacdo dos valores das
atividades proteoliticas obtidas. Porém, todos os transforman-
tes produziram mais proteases neutra e alcalina do que o recep
tor. Portanto, a caracteristica PN?-PA? do B. natto foi trans-
ferida para estas linhagens.

O genes reguladores, designados como amyR1l, amyR2

ou amyR3 sao alelos e controlam a velocidade de sintese da
a-amilase®l. A velocidade de sintese da protease neutra & con-

trolada pelos genes nprR1 ou nprR2535,
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O B. amyloliquefaciens com fenotipo AMI?, PNb - PA

b

b

teria o genotipo amyR2, nprRl..., §g§ e o B. natto AMI°, PN?-PA%

seria amyR1l, nprR2... §mr. Os genes nprRZ e Sm’ devem ter sido

transferidos para os tranformantes através do DNA - B. natto.
Portanto, os recombinantes selecionados, incluindo os grifados

com os fendtipos AMI®, seriam: amyR2, nprR2..., Sm® (Tabela 1).

Como os genes amyR1,2,3 ndo existem juntos®l, isto
nos leva a crer que a duplicacao na produgao da amilase nas li-
nhagens AMI® & devido 2 agdo pleiotropica do gene §m£ transferi
do do B. natto ou, ainda, a agdo pleiotropica de uma outra ca-
racteristica ainda ndo identificada nos experimentos, herdada
pelos: recombinantes.

O recombinante F-52 (Tabela 2), com o mesmo genoti-
po do parental B. natto produziu duas vezes mais amilase do que
este microrganismo, sugerindo que a caracteristica §g? poderia
- ter afetado também a producdo da enzima.

Observou-se em alguns recombinantes um aumento con-
sideravel na produgdo da protease alcalina. Como mutagdes espe-
cificas para essa enzima ainda n3o foram obtidas“3, admite-se
que o aumento observado poderia ser devido a agdo pleiotropica
do gene Sm'.

Além dos fatores geneticos do microrganismo, outros
fatores como composicdo de meio de cultura (com enfase na fonte
de carbono e nitrogenio), aeragao, agitagido e temperatura afe-

tam a biossintese da a-amilasel?2°29,
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5.4. - PRODUGAO DE ENZIMAS E ESTUDO DE ALGUMAS CARACTERISTICAS
BIOQUIMICAS

As bactérias produtoras de amilases tém um ciclo de
crescimento que pode ser dividido em tres fases: trofofase, com
produgao da biomassa; fase intermediaria e idiofase, com produ
¢ao da enzima?“.

As Figuras 2, 3 e 4 mostram que as linhagens T-41
e T-49 apresentaram o mesmo perfil de produgdo para a a-amila-
se, com aumento linear nos intervalos de 24 e 48 horas. O au
mento coincidiu com a fase de declinio da biomassa. Com o B.
amyloliquefaciens o aumento da enzima ocorreu nos intervalds
de 12 a 24 horas. Os transformantes diferiam do receptor quan

to ao inicio da idiofase. A produgdo maxima da biomassa (trofo

fase), para as tres linhagens, ocorreu com 24 horas de fermen-

tagao.

Para o B. subtilis a produgao da amilase ocorre no
momento em que as células comecam a crescer. Com o decréscimo
da massa celular, a velocidade de sintese.da enzima  aumenta,
atingindo valores altos que s3ao mantidos, mesmo na fase esta-
cionarial!?. Segundo COLEMAN!2 ha reducdo na sintese do mRNA
da exoenzima pela utilizagdo dos precursores do acido nucléico

para a sintese do RNA ribossomal. Quando a velocidade de cres-
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cimento diminui, a sintese do RNA ribossomal também diminui. Co
mo conseqiiéncia, havera o aumento da sintese do mRNA da amila-
se. Esta re1a§§o da sintese da «-amilase com o conteldo de
mRNA foi confirmada por NAGATA et aliz%0.

A maioria dos estudos de producao da amilase bacte
riana envolve o genero Bacillus, porém, a relacio entre o pro-
cesso de sintese da enzima com a diferenciacio de células ve-
getativas para esporos ainda esta obscura e confusa?®,

Observou-se que os recombinantes T-41 e T-49, bons
produtores de amilase (Figuras 2, 3 e 4) apresentaram autolise
celular mais acentuada que o receptor, o que reforga as indica
goes da literatura de que linhagens recombinantes podem apre-
sentar caracteristicas fenotipicas que n3o aquelas dos paren-
tais®2,

Em relagdo a variacdo do pH do caldo de cultura, as
Figuras 2, 3 e 4 mostram que as trées linhagens apresentaram o
mesmo perfil com alcalinizacao crescente.

O transformante T-41 foi escolhido para 0s experi-
mentos subseqiientes por produzir mais a-amilase do que o T-49
(Figuras 3 e 4).

As amilases produzidas pela B. amyloliquefaciens e
T-41 apresentaram atividade otima em pH 6,0 (Figura 5), e tem-
peratura otima a 65°C (Figura 6). A 60°C a enzima excretada pe
lo receptor foi praticamente estavel durante 60 minutos, ao

contrario do T-41, cuja atividade apresentou um declinio mais
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acentuado a partir de 40 minutos. O declinio em atividade foi
mais marcante a 65°C (Figura 7). Portanto, o receptor produz

a-amilase mais termoestavel do que o transformante T-41.

Os valores encontrados na literatura para pH otimo,
temperatura otima e temperatura de estabilidade para a a-amila

se do B. amyloliquefaciens sdo respectivamente 5,9; 65°C e

60°C39’43.

A enzima produzida pelo B. amyloliquefaciens e do
~tipo liquificante!?® e a produzida pelo B. natto & do tipo saca

rificante39.

‘ A analise do cromatograma (Figura 8) mostrou nao
haver diferenca entre as enzimas excretadas pélo receptor e
transformante, quanto a maneira de atuagdo sobre o amido.

Para o estudo da cindtica de producao das proteases
-neutra e alcalina foram utilizados o parental B. natto e os re
combinantes F-52 e T-39 (Figuras 9, 10 e 11). Estes microrga-
- nismos apresentaram o mesmo perfil para a producdo de proteases,
da biomassa e para a variagdo e pH. A sintese das proteases ini
ciou no intervalo de 6 a 12 horas, coincidindo com a fase lo-
garitmica de crescimento. Nos intervalos de 18 a 24 horas, cor
respondendo a fase estacionaria de crescimento, observou-se um
aumento linear da protease alcalina.

Concordando com a literatura®®, a sintese da protea

$é neutra parece preceder a sintese da serino-protease.
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. No final da fermentagao, a relagdo entre as protea
ses neutra e alcalina, para os bacilos B. natto e F-52 foi de
0,8 e 1,3 para o T-39.

O B. amyloliquefactens, o B. subtilis SAC e o. B.
natto apresentam altas afividades proteoliticas em meio de cul
tura, o que € devido principalmente a atividade de protease neu
tra%3+55 '

A linhagem T-39 apresentou um aumento nitido em
atividade, para a protease neutra, ao final da fermentagdo (Fi
gura 11). ”

As proteases sintetizadas pelo B. subtilis pratica
meﬂte»néo sdo detectadas no inicio da fase logaritmica de cres
cimento3%, o aumento se déina fase estacionaria com o apreci-
mento de esporos®3.

Como as dosagens das atividades proteoliticas fo-
‘ram determinadas a partir do sobrenadante e, portanto, na pre-
senca das duas enzimas, & possivel que as baixas atividades ini
- cials observadas para a protease alcalina sejam'devidas a agdao
da protease neutra, pois o pH otimo de atividade desta enzima
esta entre os valores 7,0 e 8,0 e para a alcalina, na faixa de
9,0 e 11,026,27,

Este fato foi observado quando se testou o efeito
de EDTA sobre as atividades proteoliticas do sobrenadante (Ta-

bela 10). Em pH 7,0, os microrganismos B. natto, F-52 e T-39

apresentaram uma atividade remanescente bastante alta, apds o
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tratamento com EDTA, quando a atividade esperada seria nula, se
estivesse trabalhando com a protease neutra isoladamente. Em pH
9,0 as atividades nao deveriam.ser alteradas, pois o EDTA  nao
afeta as atividades das serino-proteases?®. Em relagdo ao pH
do caldo de cultura (Figuras 9, 10 e 11), houve alcalinizagao

crescente, como observado na sintese das a-amilases (Figuras 2,

3e 4).
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6.- CONCLUSOES

. Conseéuiu—se obter, através de experimentos com DNA
transformante, as linhagens T-39 e T-41, que produziram, res
pectivamente, mais proteases e mais a-amilase e proteases do
que o receptor B. amyloliquefaciens.

. As caracteristicas,alta produgao de proteases e Te
sistencia a estreptomicina foram transferidas para os recom-
binantes pelo DNA do B.natto.

. O aumento na producdao de a-amilases observado nos
transformantes pode ter sido devido a agao pleiotrdpica do

gene §gR.
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. Conseguiu-se, através de experimentos com fusao de
protoplastos, isolar a linhagem F-52, que, apesar de ter o
mesmo gendotipo do B. natto, produziu duas vezes mais a-amila-
se que o parental, talvez devido a agao pleiotropica do gene
sm®. |

. 0 melhoramento genético por transformagao mostrou ser
mais eficiente na obtencao de recombinantes do que a fusao de
protoplastos.

. A o~amilase do transformante T-41 mostrou-se menos
termoestavel do que a do receptor.

. A analise do cromatograma evidenciou que as enzimas
produ;idas pelo receptor e pelo T-41 apreseﬁtaram a mesma ma

neira de atuacao sobre o amido.
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