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RESUMO

O processo de formagdo de acetaldeido pela bactéria lactica Streptococcus
thermophilus foi investigado nesta tese. O acetaldeido responsavel pelo sabor e aroma
caracteristicos de iogurte, ¢ produzido por diferentes vias metaboélicas pelas diversas
bactérias lacticas. Neste trabalho, a atengdo foi focada especificamente na reagdo para
a formagdo de acetaldeido, catalisada pela enzima serina hidroximetil transferase
(SHMT), codificada pelo gene gly4. A enzima SHMT cataliza diversas reagdes e no
caso da bactéria S. thermophilus, ela exerce também a atividade caracteristica da
enzima treonina aldolase (TA), definida como a interconversio do aminoacido
treonina em glicina e acetaldeido. Neste estudo, 34 linhagens selvagens de S.
thermophilus da cole¢do do NIZO Food Research foram avaliadas quanto a produgio
de acetaldeido na presenga e na auséncia do aminoacido L-treonina. A suplementagéo
do meio com L-treonina levou ao aumento da produgdo de acetaldeido. Foi detectada
uma clara diferenga na quantidade de acetaldeido formado pelas diversas linhagens;
enquanto algumas produziram pouco ou ndo produziram quantidades detectaveis,
outras formaram quantidades consideraveis de acetaldeido. A capacidade de produgdo
de acetaldeido durante a fermentag¢do foi correlacionada com a atividade da enzima
treonina aldolase. Com o objetivo de se estudar a fun¢do da enzima SHMT, foi
construida uma linhagem com o gene glyd interrompido. A inativacdo deste gene
resultou em acentuada reducdo da atividade TA assim como também na perda
completa da capacidade de produgdo de acetaldeido durante a fermentagdo.
Subseqiientemente, foi construida uma linhagem de S. thermophilus na qual o gene
glyA foi clonado sob o controle de um forte promotor (Py,.a). Quando esta linhagem
foi cultivada em meio M17 e em leite foi observada a super expressdo do gene glyA,
constatada por meio do aumento da atividade TA, da produgéo de acetaldeido e acido
folico. Estes resultados mostraram que, em S. thermophilus, a enzima SHMT
apresenta atividade de treonina aldolase, sendo esta a principal via para a formagdo de

acetaldeido nas condigdes destes experimentos.

Palavras chaves: Acetaldeido; Streptococcus thermophilus, treonina aldolase; serina

hidroximetil transferase (SHMT); gene giyA4 e acido folico.



SUMMARY

The process of acetaldehyde formation by the yogurt bacterium Streptococcus thermophilus
is described here. The typical yogurt flavor is caused by acetaldehyde produced through
many different pathways by the yogurt starter bacteria Lactobacillus bulgaricus and S.
thermophilus. In this thesis, the attention was focused on one specific reaction for
acetaldehyde formation catalyzed by serine hydroxymethyltransferase (SHMT), encoded by
the glyA gene. In S. thermophilus, this enzyme SHMT also plays the typical role of the
enzyme threonine aldolase (TA) that is the interconvertion of threonine into glycine and
acetaldehyde. In this work, 34 wild type S. thermophilus strains from the NIZO Food
Research Collection were screened for acetaldehyde production in the presence and
absence of L-threonine. Supplementation of the growth medium with L-threonine led to an
increase in acetaldehyde production. A clear difference in the amount of acetaldehyde
formed could be detected among the different strains. While some strains produce very
small or no detectable amounts other strains produce a considerable high amount of
acetaldehyde. Furthermore, acetaldehyde formation during fermentation could be correlated
to threonine aldolase activity of SHMT. To study the physiological role of SHMT, a gly4
mutant was constructed by gene disruption. Inactivation of glyd resulted in a severe
reduction of TA activity and complete loss of acetaldehyde formation during fermentation.
Subsequently, a S. thermophilus strain was constructed in which the gly4 gene was cloned
under control of a strong promoter (Ppaca). When this strain was used for fermentation it
was possible to observe that glyA gene was overexpressed through the increase in TA
activity, in acetaldehyde and folic acid production. These results show that, in S
thermophilus, SHMT, displaying threonine aldolase activity, constitutes the main pathway
for acetaldehyde formation under our experimental conditions. These findings can be used
to control and improve acetaldehyde and folic acid production in fermented (dairy)

products with S. thermophilus as starter culture.

Key words: Acetaldehyde; Streptococcus thermophilus; glyA gene; threonine aldolase;

serine hydroxymethyltransferase and folic acid.
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Figura 4.27. Plasmideo pACC4, derivado do vetor pNLSMS (NIZO Food Research) e
construido para promover a superexpressdo do gene giy4 de S. thermophilus B130
sob controle do Pras; em L lactis NZ9O0.........ccivicavviivinisinmniin msisnsiicn 19

Figura 4.28. Plasmideo pACC3, derivado do vetor pNZ8148 (NIZO Food Research) e
construido para promover a superexpressio do gene glyA4 de B. subtilis sob controle
do Pris, em L.1actis NZY0OO. .......cooeeeieiieiiieececeeceece e ceeeecmeeemeessscsnenesssnnnsaasanees L 19

Figura 4.29. Plasmideo pACC11, derivado do vetor pNZ8148 (NIZO Food Research) ¢
construido para promover a superexpressdo do gene glyA de L.lactis MG1363 sob
ot IE e Pige, BB LS DD, corsssmrmsasonmaisiotmsss i s s s AR RSN RS 119
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Abreviacoes

S. thermophilus: Streptococcus thermophilus

S. salivarius: Streptococcus salivarius

L. lactis: Lactococcus lactis

L. bulgaricus: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

E. coli: Escherichia coli

SHMT: enzima serina hidroximetil transferase EC.2.1.2.1.

TA: treonina aldolase EC.4.1.2.5.

Atividade TA = interconversdo de treonina em acetaldeido e glicina.
Gene [taE: gene que codifica enzima treonina aldolase

Gene glyA: gene que codifica enzima serina hidroximetil transferase
B130Dg/yA: linhagens B130 de S. thermophilus com interrup¢do do gene glyA
AO54DglyA: linhagens AO54 de S. thermophilus com interrupgdo do gene glyA
ORF: Open Reading Frame - regido aberta de leitura.

RBS: sitio de ligagdo do ribossomo

PCR: Polymerase Chain Reaction

MTHEF: 5,10-metileno tetrahidrofolato

THF: tetrahidrofolato

Eri: Eritromicina

Clor: Cloranfenicol

Amp: Ampicilina

Clor" = gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol

Amp' = gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina

Eri’ = gene de resisténcia ao antibi6tico eritromicina

BSA: (Bovine Serum Albumin) = soro de albumina bovino

rpm = rotagdes por minuto

DNA: Acido desoxirribonucléico

pb: pares de bases

kb: = 10°bp

kDa: kilo Daltons

m = mili = 10

1L = micro= 10°

1 = nano= 10

L = litro

g= grama

m = metro

M = molar
min. = minuto
h = horas

U = unidade

Dig = digoxigenine

D.O. = densidade optica

ufc = unidades formadoras de colonias
Pyis= promotor de nisina



Introdug¢do e Objetivos

1. INTRODUCAO e OBJETIVOS

Devido a importancia do acetaldeido, principal composto aromatico responsavel pelo
sabor e aroma caracteristicos de iogurte ¢ fundamental entender as suas diversas vias de
formaciio para, deste modo, poder controlar sua produgdo. Durante a fermentagdo do leite,
as duas bactérias do iogurte, Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (L. bulgaricus), produzem acetaldeido por diferentes vias
metabolicas. Existem diversas enzimas envolvidas na formagao deste composto. porém, até
0 presente momento, ndo existem estudos conclusivos com relagio & importéncia de cada

uma delas na produgdo de acetaldeido.

Na literatura existem diversos trabalhos sugerindo que a via treonina aldolase deva ser
importante na formagéo de acetaldeido durante a fabricagdo de iogurte. A enzima treonina

aldolase catalisa a conversio reversivel do aminoacido treonina em glicina e acetaldeido.

Tem havido no mundo todo e também, no Brasil, um aumento na preferéncia dos
consumidores por um iogurte Mild com menos acidez, sobretudo, para o tipo branco, ou
seja, sem adigdo de frutas ou agticar. Com o objetivo de se diminuir a pés-acidificagdo do
jogurte ao longo de sua vida-de-prateleira e garantir o sabor desejado pelo consumidor
existem, atualmente, duas alternativas: (1) manipular a propor¢do entre as bactérias do
iogurte, aumentando o nimero de S. thermophilus em relagdo ao L. bulgaricus, uma vez
que este ultimo ¢ o principal responsavel pela produgdo de éacido lactico ao final do
processo de fermenta¢do ou (2) utilizar uma linhagem de L. bulgaricus que nao possua a
enzima P-galactosidase, interrompendo-se, deste modo, a via metabdlica que leva a
formagio de 4cido lactico. Porém, este iogurte Mild, quando comparado ao produto
tradicional, além de apresentar menor acidez, também tem a sua producdo de acetaldeido
reduzida, fazendo com que este produto ndo apresente o aroma e sabor caracteristicos de

logurte.

Na produgdo industrial de alimentos em larga escala, uma constante preocupagdo € a
otimizacdo de formagio dos compostos aromaticos, uma vez que o aroma € a caracteristica

mais importante na aceitabilidade dos produtos alimenticios por parte dos consumidores.
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Em iogurtes comerciais, os niveis de acetaldeido variam consideravelmente e a falta do

sabor caracteristico do produto é um defeito comumente julgado pelos painéis sensoriais.

A engenharia genética é um conjunto de técnicas que vém sendo cada vez mais
utilizadas para se estudar vias metabolicas de diferentes compostos, assim como também
para a obten¢do de linhagens microbianas com modificagdo, que podem melhorar,
intensificar ou conferir propriedades desejaveis aos alimentos. As bactérias lacticas,
extensamente utilizadas na indudstria alimenticia e, em especial, no setor de laticinios,
constituem-se em um alvo ideal para a utilizagdo de engenharia genética porque possuem:
(1) um metabolismo relativamente simples, basicamente convertendo o agtlicar em acido
lactico; (2) vias metabdlicas relativamente bem conhecidas; (3) genomas de algumas
espécies ja seqiienciados e varios outros em andamento e (4) uma longa historia de uso

seguro na industria de alimentos.

Considerando (1) a importancia do acetaldeido no aroma caracteristico de leites
fermentados; (2) a literatura indicar a via treonina aldolase como uma das principais na
formagdo deste composto aromatico e (3) a engenharia genética ser uma Iinteressante
ferramenta para melhoramento de linhagens microbianas visando atender as demandas dos
consumidores, este trabalho teve como principal objetivo estudar a importancia da via
metabolica catalisada pela treonina aldolase na formagdo de acetaldeido. Dessa forma,
futuramente, seria possivel a constru¢do de linhagens com superprodugdo de acetaldeido
que poderiam ajudar na solu¢do dos problemas tecnoldgicos acima mencionados. Para se

atingir esse objetivo foram realizadas as seguintes etapas:
v Avalia¢do da produgdo de acetaldeido em diferentes linhagens de S. thermophilus;
v Estudo do efeito da adi¢do do aminoacido treonina na produg¢@o de acetaldeido;

v' Determina¢do da relagfio entre atividade da enzima treonina aldolase e produgdo de

acetaldeido:
v Identificagdo do gene que codifica a enzima treonina aldolase em S. thermophilus;

v Constru¢do de linhagens de S. thermophilus com superexpressdo do gene que codifica

a enzima treonina aldolase, para estudar o impacto destas na producdo de acetaldeido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia das bactérias lacticas na fermentagio de leite

As bactérias lacticas estdo amplamente distribuidas na natureza, possuem varias
fungdes importantes na vida dos seres humanos e tém sido tradicionalmente utilizadas para
a conservacdo de diferentes tipos de alimentos, tais como leite, carnes, peixes e vegetais. A
fermentacdo ¢ um dos mais antigos e disseminados métodos de preservagdo de alimentos,
particularmente no caso do leite. A historia dos alimentos suplementados com
microrganismos vivos remonta ha milhares de anos, havendo, inclusive, mengdes sobre o
uso de leites fermentados no Velho Testamento (Génesis 18:8). Apesar de possuirem um
uso tradicional. os leites fermentados estdo cada vez mais populares, em especial. nos
altimos 40 anos quando a sua produgdo passou de uma escala tradicional para industrial

(Curic, 1998).

Os efeitos benéficos do iogurte tiveram sua base cientifica no final do século XIX,
com Metchnikoff (1910), que correlacionou a longevidade e satide dos povos conhecidos
como Balcas, com uma dieta rica em leites fermentados. No produto consumido por este
povo foi identificada uma linhagem de Lactobacillus, inicialmente denominada Bulgarican
bacillus e, posteriormente, Lactobacillus bulgaricus, sendo, provavelmente, o
microrganismo atualmente conhecido como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.
Metchnikoff desenvolveu a teoria de que a microflora intestinal ndo s6 controla as
infeccdes causadas por patogénicos entéricos, como também regula a toxicidade cronica
natural, tendo papel fundamental sobre o envelhecimento ¢ a mortalidade. Desde entdo,
muitas pesquisas e estudos tém sido realizados visando a um melhor conhecimento destes
microrganismos utilizados na produgio dos leites fermentados, assim como também para

esclarecer os efeitos destas bactérias no metabolismo humano e no animal.

Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de leites fermentados traz
beneficios a saude. Provavelmente ., estas vantagens advém, inicialmente, da viabilidade
dos microrganismos ingeridos, que induzem a mudangas e influenciam positivamente o

ambiente intestinal e, subseqiientemente, dos metabolitos produzidos durante a

LS
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fermentagdo:; também tém sido investigados os efeitos secundarios como anticancerigeno e

hipocolesterolémico.

Dentre os diversos microrganismos probidticos, os mais comumente usados para
consumo humano sdo: Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus
faecium e Streptococcus thermophilus. A seguir serdo enumeradas algumas das aplicagdes
terapéuticas atribuidas a esses microrganismos: promogdo de crescimento, aumento da
absor¢io de minerais, produg¢io de fatores antimicrobianos, produgdo de fatores
anticarcinogénicos, redu¢do da incidéncia de tumores intestinais, estimulo da redu¢do dos
niveis de colesterol e triglicérides, auxilio na digestdo da lactose, balanceamento da
microflora intestinal (prevengdo de diarréias e constipagdo), estimulo do sistema
imunoldgico, aumento da resisténcia a infecgdes gastrintestinais, redugdo de efeitos
colaterais causados por antibidticos, sintese de vitaminas e inducdo de enzimas digestivas

(Leeds & Rowland, 1996; Tamine & Robinson, 1999; Gilliland, 1990).

O valor nutricional de um produto ndo depende somente do conteudo de nutrientes,
mas também da sua biodisponibilidade. Os leites fermentados e o leite, de maneira geral,
contém quantidades iguais de nutrientes; entretanto, a fermentagfo torna alguns deles mais
disponiveis para absor¢do (Alm, 1982). O valor nutritivo de leites fermentados € superior
em relacio ao contetdo de vitaminas do complexo B, niacina, acido pantoténico, acido
folico e vitamina B,, quando comparado ao do leite (Reddy et al.. 1976; Shahani ef al.,

1962).

A fermentagido do leite resulta em diversos tipos de produtos, todos com vida-de-
prateleira superior a do leite fresco. Vérias bactérias lacticas sdo capazes de desdobrar a
lactose para produgdio de energia, resultando no acumulo de acido lactico e 4cidos
organicos (que auxiliam na preservagdo do produto), além de outros metabolitos como o
alcool, CO,, diacetil e acetaldeido, conferindo caracteristicas especificas aos diferentes

produtos fermentados. O 4cido lactico é o principal metabolito dos processos homo ¢

heterofermentativos e a forma deste composto ird modular o valor nutritivo do leite

4
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fermentado. Alguns microrganismos como bactérias do género Bifidobacterium e S.
thermophilus produzem o 4cido lactico na forma L(+), que ¢ mais facilmente metabolizada

pelo organismo humano (Ferreira, 1997).

As fermentacdes lacticas realizadas de maneira tradicional utilizam uma microflora
indefinida constituida, basicamente, por bactérias lacticas. As linhagens atualmente
utilizadas na industria foram selecionadas do ambiente, de acordo com propriedades
metabolicas e tecnologicas desejadas. As espécies e linhagens sdo escolhidas de acordo
com o tipo de produto que se deseja formular e com as caracteristicas desejadas neste

produto (Curic, 1998).

2.2. Leites fermentados e iogurte

Durante o processo de fermentagdo do leite as duas bactérias lacticas do iogurte, S.
thermophilus ¢ L. bulgaricus, sdo pelos seguintes fendmenos: (1) transformag&o da lactose
em acido lactico, conferindo o sabor acido, abaixando o pH e levando a coagulacao do
leite; (2) produgdo de diversos compostos aromaticos, sendo acetaldeido o principal deles e
(3) formagdo de diversos compostos, tais como exopolissacarideos, melhorando e/ou
aumentando a viscosidade, além de acido folico e bacteriocinas (Tamime & Robinson,
1999).

Na Figura 2.1. é possivel se observar as duas bactérias do iogurte, S. thermophilus e

L. bulgaricus, cultivadas em leite e a produgdo de exopolissacarideos.
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Figura 2.1. Fotografia das duas bactérias do iogurte, S. thermophilus € L. bulgaricus,
cultivadas em leite nos quadros A e B e a produgado de exopolissacarideos por L. bulgaricus
em iogurte. As fotos A e B foram feitas nos laboratérios de Tamime e Kalab (Escdcia e
Canadd) e as fotos C e D por Bottazi (Itilia). Fonte: Tamime & Robinson (1999). Estas
fotos foram gentilmente cedidas por A. Tamime e reproduzida com a permissdo de

Woodhead Publishing, Cambridge, Inglaterra.
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A legislagdo brasileira sobre leites fermentados segue a Resolucdo n° 5 (13 de
novembro de 2000). Foram oficializados os Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ) de
Leites Fermentados no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados de acordo com deliberagdo do Grupo de Trabalho SGT-3/MERCOSUL. Os
leites fermentados produzidos no mercado nacional e destinados a comercializacdo nos
paises integrantes do MERCOSUL devem seguir rigorosamente as especifica¢des técnicas

da Resolu¢do GMC n° 47/97 que fornece as seguintes defini¢des:

2.1. Leites Fermentados: “Entende-se por leites fermentados os produtos resultantes da
fermentagdo do leite pasteurizado ou esterilizado, por fermentos lacticos proprios. Os
fermentos lacticos aludidos nesse item devem ser vidveis, ativos e abundantes no produto
final durante seu prazo de validade. O leite utilizado na fabricag¢do de leites fermentados
podera ser em natureza ou reconstituido, adicionado ou niio de outros produtos de origem
lactea, bem como de outras substincias alimenticias recomendadas pela tecnologia atual de
fabrica¢do de leites fermentados, nos termos do presente Padrdo de Identidade e Qualidade,
e que ndo interfiram no processo de fermentagdo do leite pelos fermentos l4cticos

empregados.”

2.1.1. logurte: “Entende-se por iogurte o produto incluido na definicdo 2.1.. cuja
fermenta¢do se realiza com cultivos protosimbidticos de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus aos quais podem-se acompanhar, de forma
complementar, outras bactérias acido-lacticas que, por sua atividade contribuem para a

determinagdo das caracteristicas do produto final.”

2.1.2. Leite Fermentado ou Cultivado: “Entende-se por leite fermentado ou cultivado o
produto incluido na definicdo 2.1 cuja fermentagdo se realiza com um ou varios dos
seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei. Bifidobacterium sp., S.
thermophilus e/ou outras bactérias lacticas que por sua atividade contribuam para a

determinago das caracteristicas do produto final.”

2.1.2.1. Leite acidéfilo: “Entende-se por leite acidéfilo o produto incluido na defini¢do
2.1.2. cuja fermentagdo se realiza exclusivamente com cultivos de Lactobacillus

acidophilus.”
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2.1.3. Kefir: “Entende-se por Kefir o produto incluido na defini¢do 2.1. cuja fermentagao
se realiza com cultivos acidolacticos elaborados com grios de Kefir, Lactobacillus kefir,
espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com produgdo de acido
lactico, etanol e dioxido de carbono. Os graos de Kefir sdo constituidos por leveduras
fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de
lactose (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus),

Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e S. thermophilus.”

2.1.4. Kumys: “Entende-se por Kumys o produto incluido na definigago 2.1. cuja
fermentacdo se realiza com cultivos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e

Kluyveromyces marxianus.”

2.1.5. Coalhada: “Entende-se por Coalhada o produto incluido na defini¢do 2.1., resultante
da agdo de fermentos lacticos mesofilicos individuais ou mistos produtores de dcido lactico

sobre o leite pasteurizado ou esterilizado.”

A International Dairy Federation (IDF, 1988) define: “Leite fermentado como um
produto preparado a partir de leite desnatado ou ndo, com culturas especificas: a microflora
¢ mantida viva até chegar ao consumidor e nido deve conter qualquer microrganismo

patogénico.”

Segundo a FAO/WHO (1977), o iogurte ¢ definido como “Um produto de leite
coagulado, obtido através da fermentagdo lactica pela agdo do L. bulgaricus e S.
thermophilus. A matéria-prima utilizada, deve ser, leite pasteurizado ou concentrado, com
ou sem a adi¢do de leite em po integral ou desnatado, ou soro de leite. Os microrganismos

no produto final devem ser vidveis e abundantes.”
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A Tabela 2.1 possui alguns exemplos dos diversos tipos de leites fermentados
existentes no mundo, indicando os microrganismos utilizados e as propriedades destes

diferentes produtos.

Tabela 2.1. Diferentes leites fermentados e os microrganismos utilizados.

Nome ou marca Microrganismos utilizados Propriedades
comercial do produto
Leite Acidificado Lactobacillus acidophilus Terapéutica
Butter Milk Streptococcus Tecnologica
Leuconostoc spp.
Creme fermentado Streptococcus Tecnoldgica
Leuconostoc spp.
Bio ghur{® Lactobacillus acidophilus Terapéutica
Bifidobacterium bifidum
Bioghurt® S. thermophilus Terapéutica
Lactobacillus acidophilus
Cultura Lactobacillus acidophilus Terapéutica
Bifidobacterium bifidum
Kefir Gréos de Kefir Tecnologica
Yakult Lactobacillus casei subsp. casei Terapéutica
logurte L. bulgaricus e S. thermophilus Terapéutica

(incluindo Labneh)

Fonte: Tamime & Robinson (1999) e Marshall (1987).

Segundo Rasic & Kurmann (1978), quando cultivadas conjuntamente em leite, as
linhagens de L. bulgaricus estimulam o crescimento do S. thermophilus devido a liberacao
de diversos aminodcidos, provenientes da caseina, sendo a valina, o mais importante deles.
Como conseqiiéncia deste estimulo, o tempo de geracdo das células de S. thermophilus é
menor e, no inicio da fermentagdo, esta bactéria cresce mais rapidamente. No estagio
posterior, o crescimento de S. thermophilus torna-se mais lento devido ao efeito adverso da
queda do pH e, nesta etapa, o numero de células de L. bulgaricus aproxima-se
gradualmente daquele de S. thermophilus, sendo considerada como 6tima uma taxa de 1:1

ou 1:2 (L. bulgaricus : S. thermophilus). Também foi observado que. quando as duas

11
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bactérias do iogurte sido cultivadas conjuntamente. o tempo de coagulagdo € menor ¢ a

produc¢do de acetaldeido € maior.

Atualmente, as industrias ndo utilizam mais as proporgdes de 1:1 ou 1:2 entre S.
thermophilus e L. bulgaricus, uma vez que tais taxas resultam em um produto com elevada
acidez, ndo agradando ao consumidor de maneira geral e, em especial, o brasileiro.
Segundo Antunes (2002), observa-se uma preferéncia em todo o mundo, por um iogurte
Mild (com sabor suave e menor acidez). Com o objetivo de diminuir a pos-acidificagdo do
iogurte ao longo da sua vida-de-prateleira, garantindo um sabor pouco dcido, pode-se
manipular a propor¢io entre as bactérias do iogurte, aumentando-se o numero de S.
thermophilus em relagdo ao L. bulgaricus. Atualmente, as industrias de modo geral,

utilizam taxas que variam de 1:7 a 1:10 (L. bulgaricus : S. thermophilus).

Apesar da legislagio de varios paises da Europa determinar que, ao final da vida-de-
prateleira do iogurte deva existir uma quantidade elevada de L. bulgaricus, isto tende a
mudar. No momento, na Comunidade Européia, existe uma solicitagdo para a altera¢do da
legislagdo referente ao iogurte, permitindo a fabricagdo de tal produto sem a bactéria L.

bulgaricus (Antunes, 2002).

A produgdo de leites fermentados vem crescendo a taxas substancialmente altas em
todo o mundo como também no Brasil. Atualmente, o pais tende a migrar para um mercado
de maior maturidade, com um aumento constante na oferta de produtos fermentados. Neste
mercado segmentado e extremamente competitivo, torna-se vital, para as empresas que nele
atuam, possuir produtos capazes de satisfazer as necessidades do consumidor e sobrepujar

os concorrentes na guerra das prateleiras (Oliveira, 1997).
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2.3. Engenharia genética

2.3.1. Tecnologia do DNA recombinante em bactérias lacticas

A engenharia genética ¢ um conjunto de diferentes técnicas que oferecem a
possibilidade de expressar novos genes (heter6logos) ou de aumentar a expressdo dos genes
da propria bactéria (homologos), que codificam as caracteristicas desejadas. E possivel
também a inativacdo de genes que codifiquem fungdes indesejaveis como, por exemplo,
genes que codificam enzimas que ndo sejam necessarias em certas vias metabolicas,
permitindo, deste modo, o redirecionamento da atividade metabolica (Johansen, 1999).
Eficientes ferramentas tém sido desenvolvidas para as manipulagdes genéticas em bactérias
lacticas e o seu grau de sofisticagdo tem aumentado continuamente (de Vos & Simons,
1994).

A transformagdo genética é um dos processos de troca de material genético que
ocorre naturalmente entre as células. Neste processo em questdo, a célula receptora capta o
DNA exogeno, liberado pela célula doadora, podendo, desta forma, incorporar ao seu
genoma caracteristicas vantajosas para a sua sobrevivéncia. Para que esta transformagéo
ocorra, as células devem possuir um estado fisiologico denominado competéncia. Como as
bactérias lacticas ndo sdo naturalmente competentes, para que elas permitam a entrada de
um DNA exdgeno, faz-se necessario a utilizagdo da eletroporagdio, técnica pela qual a
mistura de DNA e de células competentes é submetida a um campo elétrico; a descarga

elétrica abre poros na membrana celular, permitindo a entrada do DNA.

No melhoramento genético de bactérias lacticas sdo utilizados vetores de clonagem.
O vetor é uma molécula de DNA constituido a partir de um replicon presente na célula
.bacteriana._ destinado a transportar fragmentos de DNA nele inserido (por meio de uma
reacdo de ligagdo) que se deseja transmitir a outra bactéria denominada hospedeira. Este

replicon pode ser derivado de um fago ou de um plasmideo e deve se replicar na célula

hospedeira (Newton, 1987).

Para se ampliar a expressdo de um determinado gene que se encontra no Cromossomo
de uma determinada bactéria, este deve ser colocado sob o controle de um forte promotor
de transcri¢io em um plasmideo que possua um grande numero de copias. Existem diversos

vetores disponiveis para manipulagdes genéticas das bactérias lacticas, utilizados para
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clonagens, em geral, sele¢io de promotores, terminadores e sinais de secre¢do, expressio
génica, secre¢do de proteinas e para promover a integragdo no cromossomo (interrupg¢do ou
disrupgdo génica). Estes vetores foram construidos por plasmideos naturais ou provenientes
de outras bactérias. Varios plasmideos de ocorréncia natural possuem aplicagdes potenciais
como vetores de clonagem e o estudo de seus mecanismos de replicagdo tem causado

grande progresso (Lerayer ef al., 2000).

Para que as bactérias lacticas manipuladas geneticamente possam ser utilizadas na
indastria de alimentos, foi necessario o desenvolvimento de vetores Food grade (com
marcadores de grau alimentar). Estes vetores basearam-se em sistemas de complementagio
ou de resisténcia, tais como o sistema de complementagdo da lactose (de Vos et al.. 1990) e
a exploragio do gene de resisténcia a nisina (Froseth & Mackay, 1991), ou seja, de genes ja

existentes nas bactérias lacticas.

Bactérias lacticas manipuladas geneticamente podem ser potencialmente utilizados
na industria de laticinios para: (1) controlar a produgdo de aroma caracteristico de manteiga
por meio da produgdo de diacetil (Curic, 1998); (2) produzir leites fermentados, iogurte,
bebidas lacteas com adogante natural através da produgdo de alanina e (3) melhorar as
caracteristicas reoldgicas de alimentos produzindo exopolissacarideos (Kleerebezem et al,
2000). Como a bactéria L. lactis é o microrganismo-modelo entre as bactérias lacticas,
sendo o mais bem estudado, ja existem diversas ferramentas e protocolos estabelecidos para

se manipular geneticamente esse microrganismo.

No momento, os genomas de bactérias lacticas vdrias ja sdo conhecidos com essas
informagdes, as manipulagdes genéticas nestas bactérias aumentardo muito nos proximos
anos. Atualmente, o maior problema consiste em analisar toda esta informagdo gerada e
agora disponivel. Os pesquisadores estdo discutindo os “proteomas” (conjunto de proteinas
codificadas pelos diversos genes) e “metabolomas” (conjunto de metabolitos produzidos
pelas diversas proteinas codificadas pelos diferentes genes). Para analisar tais informagdes,

sera necessario o desenvolvimento de programas de informatica.
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2.3.2. Expressio de proteinas em L. Jactis utilizando o sistema “NICE SYSTEM®”
O sistema NICE SYSTEM" foi desenvolvido pelo NIZO Food Research para

expressdo de diferentes proteinas em L. lactis. Neste sistema o gene de interesse € inserido
no vetor pNZ8148, sob o controle do promotor de nisina (Pnis). Subseqiientemente, células
competentes da linhagem NZ9000 de L. lactis sdo transformadas por meio de eletroporagdo
com o plasmideo construido a partir do pNZ8148. Neste sistema, a regulacdo da expressio
do gene de interesse é realizada por meio de indugdo com diferentes concentragdes de

nisina segundo Ruyter et al. (1996).

A Figura 2.3 mostra uma ilustragdo da express3o dos genes no NICE SYSTEM®, a
etapa | pode-se observar a indugio controlada (pela presenga de nisina no meio) do gene X
sob controle do Pnis, 0 gene X € superexpresso, ocorrendo, entdo, conseqiientemente, a
superprodugio da proteina X (codificada pelo gene X). A segunda etapa ilustra um exemplo
da indugdo controlada dos genes IytH e IytA, responsaveis pela lise celular em L. lactis,

permitindo, assim, a liberagdo do produto do gene clonado no sistema (secreco).
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Figura 2.2. Ilustragdo do funcionamento do sistema NICE SYSTEM?® utilizado para
expressdo de proteinas. A indugdo deste sistema € controlada por nisina. Fonte: NIZO
Food Research - Holanda
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2.4. Caracterizag¢ao da bactéria lactica S. thermophilus

2.4.1. Historico

Apesar da bactéria S. thermophilus ser muito importante e utilizada tanto na
fabricagdo de leites fermentados como na produgdo de queijos, tais como Mussarela,
Emmental, Gruyére, Parmegiano e Grana, ela foi muito pouco estudada, se comparada com
L. lactis. Somente em 1980 comegaram a ser estudadas as suas caracteristicas bioquimicas

mais profundamente (Hutkins & Morris, 1987).

A bactéria lictica S. thermophilus foi identificada pela primeira vez em iogurte,
recebendo diversos nomes, até ser finalmente denominada S. thermophilus. As diferentes
denominagdes, por ordem cronologica, sdo: em 1905, Micrococcus B; no ano seguinte, em
1906, Streptococcus lebens; em 1907, passou a ser chamada de Streptococcus e,
subseqiientemente, em 1908, Diplostreptococcus.  Finalmente, —em 1919, este
microrganismo recebeu a classificagdo de Streprococcus thermophilus (Orla-Jensen, 1919).
Algumas outras denominagdes, tais como Streptococcus lactis thermophilus (1933) e
Diplostreptococcus yogurt (1948) provavelmente também se referem ao atual S.

thermophilus (Rasic & Kurmann, 1978).

Embora existam muitas diferencas fenotipicas e bioquimicas entre S. thermophilus e
Streptococcus salivarius, foi proposta uma taxonomia baseada em estudos de homologia de
acidos nucléicos e similaridades de cadeias longas de acidos graxos que ocorrem entre
essas duas espécies. Com esta nova classificagdo proposta, a bactéria S. thermophilus foi
considerada como uma subespécie de S. salivarius, recebendo, entdo, o nome de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (Marshall, 1987). No entanto, Schleifer et al.
(1991) constataram, por meio de estudos de hibridizagdo, que a bactéria S. thermophilus
nio era uma subespécie de S. salivarius e, portanto, o seu nome voltou a ser somente

Streptococcus thermophilus.

A espécie S. thermophilus pode ser facilmente isolada a partir de leite, assim como
também dos utensilios utilizados no manuseio deste produto, ndo sendo encontrada em
outras fontes como vegetais verdes e materiais clinicos, como ocorre com as outras especies

de estreptococos (Hutkins & Morris, 1987).
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2.4.2. Genética

Apesar da grande importincia da bactéria S. thermophilus como cultura lactica,
extensamente utilizado nas industrias de laticinios, ela foi objeto de poucos estudos, sendo
a maioria deles relacionados com as suas caracteristicas fisiologicas ou bioquimicas. A
primeira revisdo sobre a genética desta bactéria so foi publicada em 1989 por Mercenier &

Lemonier, seguida por outra de Mercenier em 1990.

A falta de estudos basicos sobre a genética de S. thermophilus deve-se, parcialmente,
a ndo existirem ferramentas eficientes ou protocolos disponiveis para a manipulagdo
genética desta bactéria, tais como vetores, transposon, métodos para transformagdo, para
inativagdo génica, assim como também para inser¢do mutagénica randdémica (Baccigalupi
et al., 2000). Uma outra razio para justificar a existéncia de poucos trabalhos publicados
nesta area deve-se ao fato da maioria das fungdes em S. thermophilus serem codificadas por

genes localizados no cromossomo, dificultando os estudos genéticos (Zourari et al., 1992).

Os plasmideos, em bactérias lacticas, codificam diversas caracteristicas importantes
para tecnologias de produtos lacteos como, por exemplo, o metabolismo de carboidratos,
atividades proteoliticas, utilizagdo do citrato para produgdo de diacetil, producio de
bacteriocinas e de exopolissacarideos, bacteriofagos e resisténcia a antibioticos (Mckay,
1983; Vedamuthu & Nevile, 1986; van Kranenburg er al, 1999). As linhagens de S.
thermophilus raramente possuem plasmideos e, quando existem, sdo somente um ou dois
(Somkuti & Steinberg, 1986; Mollet ef al., 1993) e muitos deles sdo cripticos, ou seja, com

fungdo desconhecida (Mercenier, 1990).

Mercenier & Lemonier (1989) verificaram que varios vetores desenvolvidos para
linhagens de Lactococcus, Streptococcus sanguis e/ou para Streptococcus faecalis podiam
ser utilizados para a transformacdo de células de S. thermophilus. Também constataram que
o gene de resisténeia ao antibiotico cloranfenicol era mais adequado para a selegdo de
transformantes de S. thermophilus que o de eritromicina. Para se transferir material
genético para S. thermophilus, os melhores resultados foram obtidos por meio de
electroporacio A clonagem de um determinado gene em S. thermophilus pode ser realizada

segundo o esquema apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Construgdo de uma linhagem de S. thermophilus por engenharia
genética. Fonte: Lerayer et al. (2000).
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A transformacdo de linhagens de S. thermophilus apresenta uma baixa eficiéncia,
sendo uma das possiveis razdes para isto a presenca de nucleases extracelulares. Foi
observado que, quando o DNA entrava em contacto com as células competentes de S.
thermophilus, ele era degradado (Sieg ef al. (1995), citado por Heller er al., 1995). Uma
outra razio que dificulta a transformagdo deste microrganismo € a instabilidade estrutural
do DNA nele inserido. Observou-se que certas partes de DNA (como as seqiiéncias

repetidas diretas ou invertidas) eram sempre degradadas (Solaiman & Somkuti, 1992).

Kleinschmidt ef al. (1993), estudando a estabilidade de DNAs heterélogos em .
thermophilus, constataram que a eficiéncia de transformag¢do do plasmideo pNZ18
(proveniente de L. lactis) era baixa. Esses pesquisadores também observaram que quanto
maior a temperatura de incubagdo dos transformantes maior foi a instabilidade do
plasmideo na linhagem mutante. A estabilidade dos plasmideos em S. thermophilus
aumentou quando estes transformantes foram cultivados conjuntamente com linhagens de
L. bulgaricus. Com base nos resultados obtidos neste trabalho, para assegurar a manutengao
dos plasmideos nas linhagens de S. thermophilus, sugere-se que: (1) a inoculagdo seja do
tipo direct-vat (adi¢do da cultura liofilizada diretamente ao tanque de fermentagdo) e (2) se
cultivem as linhagens de S. thermophilus mutantes juntamente com linhagens de L.

bulgaricus a baixas temperaturas (30 a 32°C).

Os avancos na biologia molecular das bactérias lacticas termofilicas tém ocorrido
rapidamente e em diversas dire¢des; tanto no metabolismo primario como no secundario.
na utilizagdo dos agticares e proteinas do leite, na resposta a diferentes tipos de estresses,
assim como também na produgdo dos exopolissacarideos (Delcour et al., 2000). O operon
dos genes que codificam a bacteriocina produzida por Pediococcus acidilactici foi clonado
e expresso em S. thermophilus; a clonagem deste operon em um vetor de grau alimentar
(Food grade) permitiria a utilizagdo desta linhagem em alimentos, onde poderia agir como
conservante, impedindo a proliferagdo de contaminantes inclusive, da Listeria
monocytogenes (Coderre et al., 1999). Foram clonados e expressos em S. thermophilus o
gene que codifica a enzima colesterol oxidase (Somkuti et al., 1991a) e o gene galK que

codifica a enzima galactoquinase (Mustasha ef al., 1995).
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Levander ef al. (2002), estudando a produgdo de exopolissacarideos em 5.
thermophilus 1.Y03, verificaram ser possivel aumenta-la pela alteragdo na expressdo de
algumas enzimas que atuam no metabolismo central dos agucares. Também foram
construidas linhagens mutantes de S. thermophilus com resisténcia ao ataque de

bacteriofagos (Stalen et al., 2000).

Para a utilizacdo de linhagens geneticamente modificadas de S. thermophilus se faz
necessario o desenvolvimento de um vetor de grau alimentar (Food grade), ou seja,
composto somente por seqiiéncias de microrganismos de grau alimenticio e onde o gene de
resisténcia ao antibidtico seja substituido por genes que permitam outra forma de selecdo,

como genes do metabolismo de carboidrato, por exemplo (Mercenier & Lemoine, 1989).

No Brasil, qualquer Organismo Geneticamente Modificado (OGM) deve ser
submetido 4 Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CNTBio), vinculada ao
Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Em janeiro de 1995 foi promulgada a Lei de
Biosseguranca n® 8974 que estabelece as diretrizes para o controle das atividades e produtos
originados pela tecnologia do DNA recombinante. Entre as competéncias da CTNBio estdo
a emissdo de parecer técnico sobre qualquer liberagdo de OGM no meio ambiente e
também acompanhar o desenvolvimento € o progresso técnico e cientifico na biosseguranca
e areas afins, com o objetivo de fornecer seguranga aos consumidores. Desta forma, além
do controle habitual que sofrem os produtos produzidos por outras tecnologias, 0s
geneticamente modificados ("transgénicos") estardio sujeitos a um controle adicional feito
pela CTNBio, sob o aspecto biosseguranga. Esses procedimentos garantirdo que, ao serem
colocados no mercado, esses produtos tenham as mesmas caracteristicas de seguranca,

inocuidade e eficicia exigidas também para os produtos convencionais.
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2.4.3. Aspectos motfologicos, fisiologicos e bioquimicos

A bactéria S. thermophilus, pertencente ao grupo dos cocos Gram positivos, €
movel, suas células tém formato que varia de esférico a ovoide, com didmetro entre 0,7 a
0.9 um e, normalmente, encontram-se agrupadas em pares ou em longas cadeias, podendo
ainda apresentar segmentos irregulares e células isoladas, quando cultivadas a 45°C. Estes

microrganismos sdo altamente adaptados ao leite, sendo este o melhor meio para o seu

crescimento (Sneath et al., 1986).

As linhagens de Streptococcus crescem rapidamente a 45°C e sdo incapazes de
crescer a 10°C. Tanto a temperatura quanto o valor nutricional do meio influenciam a sua
morfologia; elas crescem bem em leite a 45°C, formando pequenas cadeias, enquanto a
30°C, muitas linhagens aparecem como diplococos, e em leite com alta acidez, podem

formar longas cadeias. A morfologia das células pode ser acentuadamente afetada pela

presenca de antibioticos, quimioterapicos e/ou sanitizantes eventualmente presentes no leite

(Rasic & Kurmann, 1978).

Ao contrario do que sugere o nome, S. thermophilus ndo é uma bactéria termofila.
Uma vez que ndo cresce a 55°C, ele é considerado um microrganismo termodurico por
sobreviver as temperaturas de pasteurizagdo. Certas linhagens sdo capazes de sobreviver a
um tratamento térmico de 80°C por 15 min ou mesmo 85°C por 20 a 30 min (Rasic &
Kurmann, 1978). Com relagdo a temperatura otima de crescimento existem diferentes
opinides; segundo Sneath er al. (1986) e Robinson (1987) ela varia de 40 a 45°C, sendo o
crescimento limitado em temperaturas inferiores a 19°C; porém, de acordo com Mercenier

& Lemoine (1989), a temperatura seria de 42 a 44°C.

Assim como as demais bactérias lacticas, S. thermophilus ¢ homofermentativa,
transformando 85 a 98% da lactose em acido lactico, além de produzir pequenas
quantidades de outros metabolitos. Em geral, quando cultivada em leite, produz de 0,6 a
0.8% de 4cido lactico, podendo, em algumas linhagens, chegar até 1% (Rasic & Kurmann,
1978).

25



Revisdo Bibliografica

As proporgdes e a composigdo de metabolitos gerados por S. thermophilus dependem
das condigdes de crescimento e das propriedades intrinsecas das linhagens. Em meio
glicosado, com pH controlado, ela produz, anaerobicamente, acidos acético e formico, CO,,
etanol e acetoina, além do acido lactico. Quando cultivada em leite produz acidos volateis,
tais como: formico, acético, propionico, butirico, isovalérico ¢ caproico, além de acetoina,
pequenas quantidades de acetaldeido, acetona, etanol e butanona-2; algumas linhagens
ainda, podem produzir diacetil. Este microrganismo apresenta fraca atividade proteolitica,
quando cultivado em leite, sendo a maior parte dos aminoacidos consumidos durante o

crescimento logaritmico (Rasic & Kurmann, 1978).

A bactéria S. thermophilus fermenta a sacarose e a lactose, sendo os dissacarideos
metabolizados preferencialmente em relagdo aos monossacarideos. Em meio contendo a
lactose como fonte de carboidrato, o tempo de fermentagio pode ser de 3 a 4 vezes maior
do que naquele contendo glicose. Quando o crescimento ocorre a partir da lactose, a glicose
¢ utilizada pela via glicolitica enquanto a galactose acumula-se no meio (Sneath ef al.,
1986; Davis & Law, 1984; Hutkins & Morris, 1987; Fox, 1987). A maior parte das
linhagens de S. thermophilus s6 é capaz de fermentar trés agucares: lactose, glucose e
sacarose. Em alguns casos, alternativamente, a rafinose pode ser usada como fonte
energética (Mercenier & Lemoine, 1989). O metabolismo de carboidratos em S.
thermophilus ¢ mais semelhante aquele encontrado em Escherichia coli do que em
bactérias lacticas, uma vez que a lactose é hidrolisada via B-galactosidase (Mustapha e al.,

1995).

Durante a fabrica¢do do iogurte, a maior transformagio ocorre com a lactose, porém,
0s outros constituintes do leite também sdo afetados e influenciam nas propriedades

organolépticas e dietéticas do produto final (Rasic & Kurmann, 1978).
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2.5. Aroma de leites fermentados e acetaldeido

Na produg¢do industrial de alimentos em larga escala, uma constante preocupagdo ¢é
a otimizacdo de formacgdo dos compostos aromaticos, uma vez que o aroma ¢ a
caracteristica mais importante para a aceitabilidade dos produtos alimenticios e das bebidas,

por parte dos consumidores (Gonzalez ef al., 1994).

As culturas lacticas sdo as principais responsaveis pela produg¢do dos compostos
aromaticos em iogurte. Estes compostos podem ser divididos em quatro categorias: (1)
acidos ndo-volateis; (2) acidos volateis; (3) compostos carbonilicos e (4) compostos
diversos como aminoacidos e/ou constituintes formados pela degradagdo térmica

(pasteurizagao) de proteina, lactose ou gordura (Tamime & Robinson, 1999).

Durante a fabricagdo do iogurte ocorre producdo de dcido lactico (produto principal)
e alguns subprodutos, tais como acidos graxos volateis, etanol e compostos carbonilicos
(acetaldeido, diacetil, acetoina, acetona e butanona-2). O dcido lactico confere o sabor
acido e refrescante, enquanto o conjunto dos subprodutos resulta no aroma caracteristico e
agradavel de iogurte. Alguns desses compostos volateis tém papel fundamental no sabor e
aroma de iogurte, enquanto outros contribuem apenas para o balango global (Rasic &
Kurmann, 1978). Apesar de mais de 100 diferentes compostos quimicos terem sido
identificados em leites fermentados, somente quatro deles: o acetaldeido, diacetil, acetona e
etanol possuem alto impacto no sabor caracteristico e encontram-se presentes em

quantidades detectaveis por técnicas tradicionais (Tamime & Robinson, 1999).

Dentre os diversos compostos aromaticos produzidos, o que mais se destaca ¢ o
acetaldeido. Acredita-se que este composto seja o principal responsavel pelo aroma
caracteristico de iogurte (Tamime & Robinson, 1999; Law, 1981; Ott ef al., 1997). Em
avaliagdes sensoriais do aroma de iogurte, o acetaldeido ¢ o responsdvel pela nota de
“fruta-fresca™; esta associagdo deve-se, provavelmente, a formagdo de acetaldeido no

processo de amadurecimento de frutas.

A quantidade de acetaldeido requerida para o desenvolvimento de aroma desejado
varia bastante e depende do tipo de produto lacteo. Enquanto as altas concentragdes de
acetaldeido estdo associadas ao sabor tipico de iogurte, em outros produtos como queijos,
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manteiga fermentada e buttermilk, somente uma pequena quantidade deste composto ¢
necessaria. Nestes produtos, onde se deseja uma produgdo reduzida de acetaldeido. a
elevada formacio deste metabdlito ¢ considerada um defeito, estando associada a um sabor
indesejado, chamado de “verde” ou “sabor de iogurte™ (Keenan & Bills, 1968). Em iogurte
encontram-se altas concentragdes de acetaldeido, provavelmente, porque as bactérias do
jogurte ndo possuem a enzima dlcool desidrogenase responsavel pela conversdo de

acetaldeido em etanol (Lees & Jago, 1978).

2.5.1. Teor de acetaldeido

Foi observada, na literatura, uma grande variagio na concentragdo ideal de
acetaldeido para iogurte, isto provavelmente deve-se ao fato de serem utilizados diferentes

métodos para a determinagio do conteudo deste composto aromatico.

Apesar da importancia dos compostos aromdticos: acetaldeido, diacetil e acetona em
iogurte ja estar bem estabelecida, ¢ muito dificil avaliar a contribui¢io dos diversos
compostos volateis, uma vez que o seu limite de detecgdo sensorial varia

consideravelmente (Dumont & Adda, 1973).

O acetaldeido foi identificado como o mais proeminente participante no sabor tipico
de iogurte; painéis sensoriais classificaram iogurtes com menos de 10 ppm de acetaldeido,
como tendo “sabor fraco™ (estas amostras também apresentaram pouca acidez). Com base
neste experimento, o acetaldeido foi indicado como um importante composto aromatico em
iogurte, porém, tanto a acidez quanto os produtos de degradacdo de proteinas também
podem influenciam o seu sabor (Kneifel e al., 1992). Segundo Schmidt ef al. (1983), a
concentragdo ideal de acetaldeido para que o iogurte tenha o seu sabor tipico varia de 10 a

15 ppm.
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Bottazzi & Vescovo (1969), avaliando a producdo de acetaldeido em diferentes
culturas de iogurte, constataram que culturas que produziram cerca de 8 ppm resultaram em
um iogurte com sabor agradavel e tipico, enquanto nas que produziram por volta de 4 ppm,
o produto ndo tinha um sabor completo (ful/l), e quando a produgio de acetaldeido foi

inferior a 1 ppm, o iogurte foi classificado como tendo sabor inadequado.

Dentre os métodos quimicos utilizados para a determinagdo do teor de acetaldeido, a
cromatografia gasosa HSGC (Head Space Gas Chromatografy) tem se destacado e vem
sendo muito utilizada para a detecg¢do de compostos aromaticos, em produtos lacteos como
o iogurte (Ulberth, 1991). A cromatografia liquida HPLC (High-Performance Liquid
Chromatografy) também tem sido utilizada com sucesso para a avaliagdo de compostos

aromaticos em bebidas fermentadas (Marsili, 1981).

Também é possivel avaliar o conteido de acetaldeido espectrometricamente, esta
determinacfio baseia-se no principio de que, na presenga da enzima aldeido desidrogenase,
o composto NAD oxida o acetaldeido quantitativamente a acido acético e a quantidade do
composto NADH formado durante esta reagio pode ser determinada
espectrofotometricamente (ODj340nm) € corresponde, estequiometricamente, a quantidade de

acetaldeido presente na amostra.

Aldeido desidrogenase
Acetaldeido + NAD" + H,0 ——p> Acido acético + NADH + H'

Segundo Hunger (1985) e Eberhard et al. (1995), os consumidores tém mostrado uma
preferéncia por um iogurte com menos acidez (Mild), porém quando avaliado por painéis
sensoriais em comparagdio ao iogurte tradicional, este tipo de iogurte foi classificado como
menos saboroso (Kneifel er al., 1992). Este iogurte Mild pode ser fabricado utilizando-se
uma linhagem de L. bulgaricus que ndo possui a enzima [-galactosidase (lac’) e, portanto,
nfio ocorre uma acentuada producdo de acido lactico por parte deste microrganismo (que €
o principal responsavel pela pos-acidificagdo do iogurte). Porém, neste tipo de produto, foi

detectada também menor producdo de acetaldeido (Ott er al., 1999). Ott et al. (2000),
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analisando os resultados de seus diversos trabalhos nesta area, concluiram que a percepgao
da intensidade do aroma de iogurte esta diretamente relacionada com o pH, ou seja, em um
leite fermentado pouco acido, o acetaldeido é menos detectado do que em um produto com

acentuada acidez.

2.5.2. Fatores que afetam a produgao de acetaldeido.

O acetaldeido é um metabolito produzido por quase todos os organismos estando
envolvido no metabolismo de carboidratos, proteinas, lipideos, acidos nucléicos e
compostos aromaticos, para os quais fornece um mecanismo de troca de carbono entre eles

(Lees & Jago, 1978).

A capacidade de produzir acetaldeido ¢ comum nas bactérias lacticas durante a
fermentagdo do leite e a formagdo deste composto ocorre por meio de diferentes vias. Ele é
produzido pelas duas bactérias lacticas utilizadas na fabrica¢do do iogurte sendo observado
que a sua produgdo aumenta quando os microrganismos S. thermophilus e L. bulgaricus sdo

cultivados conjuntamente (Hamdan & Kunsman 1971).

A producio de acetaldeido depende da linhagem utilizada e a treonina esta envolvida
na regulagem da atividade da enzima treonina aldolase (Lees & Jago, 1978; Shankar,
1977). A suplementacdo do meio de crescimento com os aminoacidos: treonina, metionina
e glicina afeta a producdo de acetaldeido, sendo que os dois primeiros aminoacidos
aumentam a produgdo e o terceiro inibe sua formacdo (Wilkins er al/, 1986a). Segundo
Marranzine et al. (1989), a adi¢do de treonina induz a um aumento na producgio de
acetaldeido e na atividade da enzima treonina aldolase. enquanto a glicina provoca redugio

em ambas.

O acetaldeido € produzido em quantidade significativa, em comparagdo com o0s
demais compostos volateis e sua produgdo esta diretamente relacionada com a formagdo de
acido lactico. Ele s6 comega a ser produzido quando o pH do meio de crescimento

encontra-se ao redor de 5, quando, entdo, a sua producdo aumenta at¢ pH = 4,3 e, em
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seguida, a formagdo deste composto diminui, sendo estabilizada em pH = 4,0 (Bottazzi et

al.; 1973).

O tipo de leite utilizado na fabrica¢do do iogurte também afeta a produgdo de
acetaldeido, sendo que os maiores niveis observados foram obtidos com o leite de vaca e os

menores com leite de ovelha (Varnam & Sutherland, 1994).

2.5.3. Vias de formacdo de acetaldeido

Segundo Tamime & Robinson (1999), em bactérias lacticas, o acetaldeido ¢ formado
por diferentes vias metabolicas, sendo provavel que mais que uma destas reagdes ocorra
simultaneamente como ilustrado na Figura 2.4. Segundo Shakar (1977), em culturas mistas,
a bactéria S. thermophilus tem maior importancia do que L. bulgaricus na produgdo de

acetaldeido.

Em iogurte, o acetaldeido pode ser produzido diretamente a partir do metabolismo da
lactose. como resultado da descarboxilagdo do piruvato pela agdo da piruvato
descarboxilase ou piruvato oxidase, ou ainda indiretamente, pela forma¢do de um composto
intermediario, o acetil-fosfato, pela a¢do da enzima piruvato desidrogenase ou piruvato
formato liase. Também pode ser formado pela via da deoxiriboaldolase, que hidrolisa a
timidina em acetaldeido e gliceraldeido-3-fosfato. Varios aminoéacidos ainda podem ser
convertidos em acetaldeido via piruvato como um metabdlito intermedidrio, enquanto a
treonina pode ser diretamente convertida a acetaldeido pela ag¢do da enzima treonina
aldolase. Na Figura 2.4, a via da treonina aldolase (TA), enzima que catalisa a conversdo

reversivel de treonina em acetaldeido e glicina, encontra-se destacada em vermelho.

O composto 2-desoxirribose-5-fosfato, produto de degradagdo de DNA, também
parece ser um precursor de acetaldeido por meio da agdo da enzima desoxirriboaldolase
porém, apesar de ter sido detectada a presenga desta enzima em L. bulgaricus e S.
thermophilus (Lees & Jago, 1977; Raya et al., 1986), a sua contribui¢do para a formagio de
acetaldeido parece ser pouco significativa, uma vez que a degradagdo de DNA durante a

fase exponencial de crescimento nestas bactérias deve ser minima.
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Na literatura existem controvérsias com relagio a importancia das diversas vias
envolvidas na forma¢do de acetaldeido. Avaliando-se as propriedades e atividades relativas
de todas as enzimas envolvidas na formagdo de acetaldeido em bactérias lacticas, foi
sugerido que o aminodcido treonina (pela via treonina aldolase) deveria ser o principal
precursor na formag@o de acetaldeido durante a produgdo de iogurte (Lees & Jago, 1978).
Outros trabalhos também sugerem a importancia da via treonina aldolase na formagdo de
acetaldeido pelas bactérias do iogurte porém, até o presente momento, esta hipotese ndo foi

provada (Ott et al., 2000; Wilkins er al., 1986a).



Revisdo Bibliografica

Glicolisis Hexose monofosfato
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Figura 2.4. Diferentes vias metabélicas levando a formagdo do composto aromatico

acetaldeido em bactérias lacticas. Fonte: Ott ef al. (2000).
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2.6. Serina hidroximetil transferase (SHMT) e Treonina aldolase (TA)

Constatou-se que, na literatura, existe uma falta de consenso em relagdo a
nomenclatura da enzima treonina aldolase em bactérias lacticas. Segundo Weeb (1992), do
comité de nomenclatura e classifica¢io das enzimas (IUBMB), existem duas diferentes
enzimas comumente chamadas de treonina aldolase: (1) EC.4.1.2.5., a verdadeira treonina
aldolase (nome sistematico: L-treonina acetaldeido liase) e (2) EC.2.1.2.1., serina
hidroximetil transferase (nome sistematico: 35,10-metilenotetrahidrofolato:  glicina
hidroximetil transferase), também chamada de serina aldolase ou ainda serina

hidroximetilase.

A duplicidade da nomenclatura desta enzima ocorreu porque a enzima SHMT possui
diversas fungdes e, entre elas, em alguns organismos, também pode exercer a atividade
caracteristica da TA (catalisar a conversio reversivel de treonina em glicina mais
acetaldeido). Ogawa ef al. (2000) fizeram de uma extensa revisdo bibliografica a respeito
destas duas enzimas e com este trabalho ficou evidenciada a existéncia de duas enzimas
distintas: a treonina aldolase (EC.4.1.2.5), codificada pelo gene ItaE e a serina hidroximetil
transferase (EC.2.1.2.1), codificada pelo gene glyA (Liu et al., 1998a).

O problema com relagdo a nomenclatura desta enzima tem como origem um estudo
realizado com a enzima SHMT proveniente de figado de coelho, que também possui a
atividade TA. Com base neste estudo acreditou-se que, por muitos anos, essas duas enzimas
eram idénticas. Apesar de em alguns organismos a enzima SHMT exibir atividade TA
como, por exemplo, no caso de figado de coelho; em Escherichia coli, rato e feijdo isso ndo
ocorre, ou seja, a atividade de hidrolisar a treonina em acetaldeido e glicina ndo ¢ uma
fun¢io comum da enzima SHMT (Ogawa et al., 2000). A Figura 2.4 ilustra claramente as

fun¢des de cada uma dessas enzimas.

Para ilustrar o problema, com respeito a nomenclatura da enzima treonina aldolase, a
seguir, serdo fornecidos alguns exemplos de citagdes encontradas na literatura sobre
bactérias lacticas. Lees & Jago (1976), falando a respeito da treonina aldolase (EC.4.1.2.5.),
dizem que esta enzima s6 foi encontrada em duas bactérias: E coli e Clostridium

pasteurianum, porém, quando se referem a treonina aldolase em bactéria lactica eles usam
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EC.2.1.2.1. Segundo Wilkins ef al, (1986a), a enzima treonina aldolase (EC.2.1.2.1)
encontra-se presente na maioria das bactérias lacticas, estando envolvida diretamente na
conversdo de treonina em glicina e acetaldeido. Ott ef al. (2000) comprovaram que, durante
a fermentacio do leite por S. thermophilus e L. bulgaricus, o acetaldeido ¢ formado a partir
de treonina (que foi marcada radiotivamente, "*C), pela atividade da enzima treonina

aldolase (EC.2.1.2.1).

Acredita-se que a principal fungdo da enzima treonina aldolase seja a produgdo de
glicina (Contestabile er al., 2001). A observagdo de que a linhagem Z8 de L. lactis ndo
possui atividade de treonina aldolase e requer glicina para seu crescimento fornece suporte

a esta hipotese (Reiter & Oran, 1962).
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. Piruvato
H;0 t ? /
Treonina < »  Glicina Serina
Treonina aldolase EC.4.1.2.5 . Serina hidroximetil transferase
elou EC.2.1.2.1
{ Serina hidroximetil transferase
EC.2.1.2.1
v v v
Proteinas Proteinas Proteinas
Glutationa Fosfolipideos
Creatina Glicerolipideos
Glicolato Esfingolipideos
Glicoxilato Cisteina
Fosforina Triptofano

Figura 2.5. Esquema ilustrando as fungdes das enzimas treonina aldolase (EC.4.1.2.5.) e serina
hidroximetil transferase (EC.2.1.2.1.) no metabolismo dos aminoacidos serina, glicina e treonina.

Fonte: Ogawa et al. (2000).
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2.6.1. Serina hidroximetil transferase

Serina hidroximetil transferase € a principal enzima presente na biossintese de glicina
em animais, plantas e microrganismos e ¢ importante, ndo somente por estar envolvida no
metabolismo de glicina e serina, mas por também estar envolvida no metabolismo de 4cido
folico em todos os organismos (Ogawa et el., 2000). Segundo Blakley (1969), essa enzima
¢ essencial na regeneragio do composto tetrahidrofolato, a partir da sua forma metilada
(5,10-metileno tetrahidrofolato) e catalisando a sintese de glicina e 5,10-metileno
tetrahidrofolato, a partir de serina e tetrahidrofolato (THF).

SHMT
Serina + THF <«€—p Glicina + 5,10-metileno THF

Esta rea¢do ¢ muito importante pois ¢ a maior fonte dos grupos de carbonos primarios
(C,), fundamental para diversas reagdes. O composto 5,10-metileno tetrahidrofolato e as
suas formas reduzida e oxidada sdo requeridos em reagdes nas quais existe a necessidade
de transferéncia de carbonos primarios, como por exemplo: na biossintese de compostos
contendo grupos metil, anéis biossintéticos de purinas, de novo timidilato, metionina,

lipideos e outros compostos especiais (Blakley, 1969).

Diferentes enzimas SHMT provenientes de procariontes e eucariontes foram
purificadas, assim como a da bactéria lactica L. bulgaricus YOP),, (Manca de Nandra ef al,
1987). Os genes glyA de Escherichia coli, Pseudomonas sp, Saccharomyces cerevisiae,
Ashbya gossypii, entre outros, foram clonados e caracterizados (Liu ef al., 1998a; Liu et al,
1998b; Liu et al., 1997; Moschau et al., 1998). As bactérias E. coli, S. typhimurium ¢
Bradyrhizobium japonicum, com mutagdes no gene glyA, tornaram-se auxotroficas para

glicina (Rossbach & Hennecke, 1991; Umbarger ef al., 1963).
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2.7. Acido félico

O 4cido folico (ou vitamina B9) pode ser encontrado em diversos alimentos tais
como: folhas verdes, espinafre, couve-de-bruxelas, ervilha, milho, batata, feijdo preto,
grios, banana, carnes, aves, figado, levedo de cerveja, cenoura, gema de ovo queijo branco,

leite € iogurte (Lin & Young, 2000).

Esta vitamina possui diversas fun¢des, atua na divisdo celular e na transmissdo de
tragos hereditarios assim como também, na formacgdo e maturagdo dos eritrécitos e
leucécitos. Ela € muito importante durante a gravidez, pois favorece o desenvolvimento do
bebé; combate a anemia e problemas gastrointestinais, contribui para a regenera¢do celular
e melhora a insuficiéncia cardiovascular. Esta vitamina também tem um importante papel
na reducdo da incidéncia de cancer, devido a sua atuagdo como cofator em reagdes
envolvendo transferéncia os carbonos primarios segundo Collins (citado por Lin & Young,

2000).

A deficiéncia desta vitamina pode ocasionar diminui¢do no crescimento, causar
anemia megaloblastica, assim como também outros distirbios sangiiineos, glossites,
distarbios gastrointestinais, amnésia, fadiga, insonia, fraqueza, irritagdo e absorgdo

deficiente de outros nutrientes essenciais.

Durante a fermentacdo do leite, algumas bactérias lacticas, como por exemplo S.
thermophilus e Lactobacillus acidophilus sdo capazes de produzir 4cido f6lico, enquanto
que, L. bulgaricus o consome. As bactérias lacticas podem ser utilizadas para aumentar o
valor nutricional dos leites fermentados, por meio do aumento da produgfo desta

importante vitamina (Lin & Young, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

Parte do trabalho pratico desta tese (manipulagdo genética) foi realizada no NIZO
Food Research em Ede, na Holanda, na secdo Flavour and Natural Ingredients, sob a

supervisio dos doutores Jeroen Hugenholtz, Michael Kleerebezem ¢ Willem de Vos.

3.1. Solugdes e meios de cultura

Todas as solugdes utilizadas neste trabalho foram preparadas conforme indicado por
Sambrook ef al. (1989), ou como descritas na referéncia citada no texto. Os reagentes
empregados no preparo das solugdes foram de qualidade analitica e de procedéncia de
alguns dos seguintes fabricantes: Sigma, Pharmacia, BDH AnalaR, Merck ou Gibco-BRL.

Os meios de crescimento utilizados nos experimentos estdo descritos a seguir:

» Litmus milk. (Difco Laboratories, Inglaterra). Este meio foi preparado conforme as
instrucdes dos fabricantes e utilizado para verificar o crescimento das linhagens de S.
thermophilus. Houve suplementagdo com CaCO; (BDH), quando este meio foi
utilizado para a manutengdo das culturas congeladas (-20°C). Quando necessario, foi

suplementado com extrato de levedura (Difco).

v

LYG FR-135. Meio formulado pelo NIZO, contendo 0,075g/L. de Litmus milk em po,
5 g/L de extrato de levedura e glicerol (agente crioprotetor). Utilizado para manutengdo

das linhagens de Streptococcus thermophilus da colegdo do NIZO a -145°C.

> M17 (Difco). Meio utilizado para crescimento de S. thermophilus e L. lactis. Foi
preparado conforme as instrugdes dos fabricantes. Composi¢ao: 10g/L de lactose, S5g/L.
de triptona; 5g/L. de peptona de soja; S5g/L. de carne digerida; 2,5g/L. de extrato de
levedura; 0,5g/L de acido ascorbico; 0,25g/L de sulfato de magnésio e 19¢/L de glicerol
fosfato dissodico. Quando necessario, foram adicionados 2,0% de agar para a obtencéo

de meio solido.

» GMI17. Meio M17, no qual a lactose foi substituida por 1% de glucose, utilizado para

cultivo de L.lactis.
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» SM17. Meio M17, no qual a lactose foi substituida por 1% de sacarose, utilizado no
procedimento de interrupgdo génica.
» YT (Difco). Meio utilizado para crescimento de E. coli e preparado segundo instru¢des

do fabricante. Composi¢do: 0,8% de triptona, 0,5% de cloreto de sodio e 0,5% de

extrato de levedura. Para a obten¢do de meio solido adicionaram-se 2,0% de agar.

» Folic Acid Casei Medium (Difco). Meio preparado conforme as instrugdes dos
fabricantes, foi utilizado para o cultivo de linhagens de Lactobacilus rhamnosus usadas

no ensaio microbioldgico para a determinagdo da quantidade de acido folico.

» Leite. Leite em po6 desnatado (Promex-Holanda), reconstituido a 11,8% em &agua

destilada e pasteurizado (90°C por 5 min).

Quando indicado, o meio foi suplementado com 10 mM ou 25 mM do aminoécido L-
treonina (Sigma, Alemanha) ou com glicina (Sigma, Alemanha). Os antibidticos foram

utilizados, quando necessario, nas seguintes concentragoes:
v Eritromicina (Eri): 150 pg mL™" para E. coli ¢ 2,5 ne mL! para S. thermophilus;

v Cloranfenicol (Clor): 25 ug mL™ para E. coli, 5 pg mL™" para S. thermophilus e
10 ug mL™" para L. lactis

v" Ampicilina (Amp): 50 ng mL"' para E. coli.

3.2. Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho estdo listados na Tabela 3.1, incluindo
tanto os tipos selvagens (provenientes da cole¢do do NIZO Food Research ou de outros

laboratorios) quanto as linhagens geneticamente modificadas.

3.3. Condigdes de cultivo e manutenc¢ao dos microrganismos

As linhagens de S. thermophilus foram cultivadas a 42°C em caldo M17, as de L.
lactis em caldo GM17 a 30°C e as de E. coli a 37°C, em caldo YT com aera¢do (Sambrook

et al., 1989).
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As 34 linhagens de S. thermophilus provenientes da cole¢do do NIZO (mantidas a
10% em LYG FR-135, a -145°C) foram descongeladas (a 20°C) e incubadas a 42°C por
12h. Subsegiientemente, inocularam-se 100 pL de cada uma das culturas em 10 mL de
Litmus milk suplementado com 0,1% de extrato de levedura. Apds incubagdo a 42°C por
2h este indeulo foi dividido em tubos estéreis, que foram posteriormente congelados e
armazenados a -20°C até o momento de sua utilizagdo. A cada experimento um novo tubo

de in6culo foi descongelado, garantindo-se, assim, a pureza destas linhagens.

3.4. Plasmideos, vetores e oligonucleotideos construidos e utilizados

Todos os vetores comerciais utilizados neste trabalho assim como também os
plasmideos construidos encontram-se na Tabela 3.2 Para realizar as construgdes
apresentadas nesta Tabela 3.2, foram desenhados diversos oligonucleotideos para
amplificacido de fragmentos de DNA por rea¢des de PCR. As suas seqiiéncias encontram-se

na Tabela 3.3.
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Tabela 3.1. Microrganismos utilizados neste trabalho

Linhagens de microrganismos

Origem/referéncias

Streptococcus thermophilus

NIZOB103 a NIZO109; NIZO115 a NIZOB118; NIZO121
NIZOB110 e NIZOBI11

NIZOB114

NIZOB1191

NIZOB123 a NIZOBI25

NIZOB126 e NIZOB127

NIZOB128

NIZOB129

NIZOB130

NIZOB131 a NIZOB133

NIZOB883, NIZOB885 e NIZOB886

NIZOB1122 e NIZOB1128

AO54 linhagem industrial

B130DglyA4 (B130 com gene glyA interrompido)
AO054DglyA (AO54 com gene glyA interrompido)
StBCC2 (S. thermophilus B130 com plasmideo pACC2St)
StACC2 (S. thermophilus AO54 com plasmideo pACC2St)
StBCC7 (S. thermophilus B130 com plasmideo pACC7)
StACCT (S. thermophilus AO54 com plasmideo pACC7)
StBCC9 (B130 contendo pACC9)

StACC9 (AO54 contendo pACC9)

Lactococcus lactis

MG 1363 (linhagem sem plasmideos derivada da NCDO 712)
NZ9000 (MG 1363; pepN::nisRK)

StglyACC3 (NZ9000 contendo pACC4)

BsglyACC3 (NZ9000 contendo pACC3)
LltglyACC3(NZ9000 contendo pACCI1)

LItACC2St (NZ9000 contendo pACC2St)

Escherichia coli

DHS5a

Bacilus subtilis

BS168

logurte Holanda

Leite pasteurizado

logurte australiano

“Spray dryer”

Queijo

Leite

Queijo Cheddar

Leite pasteurizado

Culturas de iogurte - Finldndia
Queijo italiano

Culturas de queijos termofilicas
Culturas de iogurte

Mercenier ef al. (1989)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Gasson (1983)
Kuipers ef al. (1998)
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Hanahan (1983)

Colegio do NIZO

Todas as linhagens com a palavra NIZO no comego do nome pertencem a Colecio do NIZO Food Research.
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Tabela 3.2. Vetores comerciais e plasmideos construidos e utilizados neste trabalho

Plasmideos / Vetores

Origem/referéncias

pG host9 (Eri', vetor com replicon termossensivel)
pGEM®-T (Amp', vetor para clonagem de produto de PCR)
pUC 19 (Amp', 2,69 kb)

pORI280 (Eri)

pNZ273 (Clor"; 4,7 kb vetor sem promotor)

pNZ275 (Clor', Pyspss ligado ao RBS)

pNZ276 (Clor', P4ca ligado ao RBS)

pNZ8148 (Clor', gene clonado sob controle do Pxi)
pJIM2246 (Clor", Pgiya com 600pb acima do RBS)
pNZ9530 (Eri', contém os genes nisK e nisR)

pNZ2300 (Amp", pGEM®-T + 505pb do gene gly4 i)
pNZ2310 (Eri', pGhost9+ 505pb do gene glyA St)

pACC1 (Clor" pNZ8148 onde Py;s foi substituido por Pran)
pACC2 (Clor', pACC1:gusA)

pACC2St (Clor', pACC1: glyA4 de S)

pACC3 (Clor', pNZ8148: gly4 de B. subtilis)

pACC4 (Clor', pNZ8148: gly4 de St)

pACCS5 (Clor', pJIM2246: glyA de St)

pACC6 (Clor', pNZ273: fragmento com 300pb acima de glyA de St)
pACC7 (Clor', pNZ273: fragmento com 600pb acima de gly4 de S1)
pACCS (Clor", pNZ275: gly S1)

pACC9 (Clor', pNZ276: glyA St)

pACC10 (Eri’, pORI280 + fragmentos do gene gly4 e regides laterais)

pACC11 (Clor', pNZ8148 : glyA de L. lactis)

Maguin et al., 1996
Promega, Madison/EUA
Sambrook ef al., 1989
Leenhouts ef al.,1996
Platteuw ef al.,1994
NIZO Food Research
NIZO Food Research
NIZO Food Research
NIZO Food Research
NIZO Food Research
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Abreviagdes: St, para S. thermophilus; Clor" (gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol); Amp' (gene de
resisténcia ao antibidtico ampicilina) e Eri’ (gene de resisténcia ao antibiotico eritromicina).
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Tabela 3.3. Oligonucleotideos desenhados para rea¢des de PCR

Oligonucleotideos

Fragmento de DNA amplificado

ACCI: 5-GANYTNNGNWSNGAYACNKTNAC-3'

ACC2: 5-CCNSHYTGNCKNNNCCNCCNCC-3'

ACC3: 5-ACNAAYAARTAYGCNGARGG-3'

ACC4: 5“GGNCCNCKNARNSWYTTRTG-3'

ACC3: 5-GCAGCATTGGCTTGGCTA-3'

ACC4: 5-CTTCAGCATACTCACGTA-3'

ACCS 5°-CGTCTAGAGGTGAGGCCGTTGTTCTCCC-3”

ACC6 5’-GCGCTGCAGGCTGCTGCCATGGCGGACG-3’

ACCT 5°-GGTCGTGATGGATGATGG-3"

ACCS 5"-ATGGAAAAGATCTATAATATTATACCATAAA-3"
ACC9 5°-GCAGCCATGGTCTAAACATCTCCTT-3"

ACCI10 5-ATCTGTCTAGATTAATAATCTAAT--3"

ACC11 5-GGCATCTGTCATGAAACATTTACCTGCGC-3"
ACCI12 5’-GGCATCTGTCATGATTTTTGATAAAGAAGATT-3"
ACC13 5-TATCTGTCTAGATATTAATAGAGTGGGAAAGC-3’
ACCI14 5’-GAATTCATCATGATATTCGATAAGGAGGACTTT-3"
ACCI5 5’-TATCTGTCTAGAAATTCAGAGGGGGAACTGGCGCGTGAATTGC-3’
ACC16 5’ -GCGAAAACTGCAGCCAAACCATCCCGTA-3’
ACCI17 5°-TATCTGTCTAGATATTAATAGAGTGGGAAAGC-3’
ACCI18 5’ -GCGAAAACTGCAGCCAAGGCTTTGGATGAGA-3"
ACCI19 5’-TATCTGTCTAGATATTAATAGAGTGGGAAAGC-3’

ACC20 5°-GCGAAAACTGCAGCCTATTAGACCTCAAAG-3"
ACC21 5’-TATCTGTCTAGATATTAATAGAGTGGGAAAGC-3’

Fragmento interno do gene [talb
Fragmento interno do gene /taE
Degenerado - Fragmento interno do gene glyA
Degenerado - Fragmento interno do gene givA
Fragmento interno 505pb do gene givA
Fragmento interno 505pb do gene glvA
Fragmento com parte inicial do gene glvA
Fragmento com parte final do gene glvA
Detecg@o do primeiro evento de integragdo
Promotor Ldh

Promotor Ldh

Inicio gene givA B. subtilis

Final gene glvA B. subtilis

Inicio gene glvA S. thermophilus

Final gene glvA S. thermophilus

Inicio gene glvA L. lactis

Final gene glvA L. lactis

Inicio 300pb acima gene glvA

Final 300pb acima gene glyA

Inicio 600pb acima gene giyA

Final 600pb acima gene glyA

Inicio gene gly4

Final gene glyA

Abreviagdes foram utilizadas: A = adenosina; C = citosina; G = guanina; T = timidina; N=A, C,G,ouT; Y

=CouT;R=Ao0uG:K=GouT;,W=AouT; S=GouC.
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3.5. Determinacao da concentragao de acetaldeido

A andlise da quantidade de acetaldeido produzida pelas diferentes linhagens de S.

thermophilus foi realizada da seguinte forma:

A O inéculo foi descongelado, com a finalidade de se avaliar o crescimento, as bactérias

foram inoculadas em Litmus milk a 1% e incubadas por 8h a 42°C;

A 100 pL deste inoculo foram adicionados a 10 mL de leite (com 0,5% de extrato de

levedura) ou 10 mL do meio M17 e incubados por mais 20h a 42°C;

A Apos a incubag¢do as amostras foram centrifugadas (7000rpm/10min/4°C) e o
sobrenadante foi coletado e filtrado (Millipore 42 pm) para a obten¢cdo de uma
solugdo limpida;

A A concentragdo de acetaldeido foi determinada espectrofotometricamente utilizando-

se um kit para determinacdo de acetaldeido em alimentos e bebidas da Boehringer

Mannheim, (Alemanha), de acordo com as instru¢des dos fabricantes;

A As determinacdes da concentrac@o de acetaldeido foram realizadas em triplicata.

Este kit baseia-se no seguinte principio: na presen¢a da enzima aldeido desidrogenase,
o composto NAD oxida o acetaldeido quantitativamente a acido acético. A quantidade do
composto NADH formado durante esta reagdo foi determinada espectrofotometricamente
(ODs40nm) € corresponde, estequiometricamente, a quantidade de acetaldeido presente na

amostra.

Aldeido desidrogenase
Acetaldeido + NAD™ + H,O _’ Acido acético+ NADH + H'
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3.6. Determinacio da atividade da enzima treonina aldolase (TA)

A atividade da treonina aldolase foi monitorada utilizando-se L-treonina como
substrato, conforme a metodologia descrita por Wilkins et al. (1986a), com algumas
modificagdes para assegurar o término da reagdo. Neste método mede-se a quantidade de
acetaldeido formado a partir de treonina na reagdo catalisada pela enzima treonina aldolase.
Com o objetivo de simplificar o entendimento, a atividade da treonina aldolase determinada

por esta metodologia foi chamada de “Atividade de TA” (Treonina Aldolase).

Treonina aldolase
TREONINA  <— —» GLICINA + ACETALDEIDO

A Tnicialmente, as bactérias foram inoculadas a 1% em Litmus milk ¢ incubadas por 8h a
42°C;

A Preparou-se um pré-indeulo, inoculando-se 10 mL de LM17 com 100 pL de Litmus
milk fermentado, seguido de incubagdo a 42°C por 6 h;

A Realizou-se, entdo, uma segunda inoculagio, utilizando-se 2% do pré-inéculo em
250mL de LM17, que foi mantido a 42°C por um periodo de 8-12h (dependendo da
linhagem utilizada);

A As células foram coletadas por centrifuga¢do a 7000 rpm por 10 min;

X O precipitado de células foi lavado duas vezes em uma solugdo tampdo de fosfato de
potassio dibasico anidro (0.15 M, pH 7.0). Na primeira lavagem foram utilizados
100mL de solugdo tampdo e na segunda 10mL e, a seguir, procedeu-se a

centrifugacdo (7000rpm/10min/4°C);
A As células foram, entdo, suspensas em 3 mL de solugdo de fosfato de potassio;

A As células suspendidas foram lisadas por extrusdo, utilizando-se uma prensa francesa
(French Pressure Cellpress — SLM Aminco Spectronic Instruments - Holanda) com

pressdo constante e igual a 900 Psi. A extrusio foi realizada duas vezes para garantir
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uma extragdo eficiente e, a partir deste ponto, os extratos foram mantidos em banho

de 4gua e gelo durante todo o processo, até a determinagdo da atividade enzimatica.

A Apos desintegragdo, a suspensdo foi centrifugada (6000rpm/10min/4°C) para

eliminagdo das células inteiras e dos restos celulares.

A O sobrenadante, extrato enzimatico livre de células, foi utilizado para a determinagio

da atividade enzimatica e para a determinag@o da concentragdo de proteina.

Reac¢do para a determinacio da atividade enzimatica

= A reac¢do enzimatica foi realizada em tubos plasticos de 10 mL e a mistura de reagdo
consiste nos seguintes componentes: 300 pl. de solug¢do de L-treonina 0,5M, 23 pl de
solugdo tampao de fosfato de potassio dibasico anidro 1M (pH = 7,0), 977 uL. de agua
destilada e 100 pL do extrato enzimatico (ltimo componente a ser adicionado, antes de

se iniciar a contagem do tempo de reagdo);

= Os tubos foram fechados hermeticamente e a mistura de reac@o foi colocada em banho
de agua a 42°C por 30 min. No controle, adicionaram-se todos os componentes da

reagio, exceto o extrato enzimatico, que foi substituido por 100 pL de solucdo de

fosfato de potassio (0.15M; pH = 7,0).

= Apos 30 minutos de reagdo, os tubos foram transferidos para gelo e, com o objetivo de

garantir a paralisagdo desta reagdo, foram adicionados 600 pL de HCI (1M).

= A quantidade de acetaldeido formado durante os trinta minutos de reacdo foi

determinada conforme descrito no item 3.5.

= A determinagdo da atividade TA foi realizada em triplicata, calculada segundo a

formula a seguir e o resultado fornecido em unidades de atividade TA.
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Formula para o cilculo da atividade enzimatica:

Atividadede T A = K x (quantidade de acetaldeido formado em ppm) x F
[concentragio de proteina no extrato em mg/ml] x [tempo de reagdo em min.]

onde:
K representa a constante utilizada para a conversdo de unidades, K = 22,7

F representa o fator de dilui¢do que pode variar e, neste caso especifico, ele foi igual a 20,

pois foram utilizados 100 pL de extrato em um volume final de 2 mL (mistura de reagdo).

Defini¢io de uma unidade (U): uma unidade corresponde a formagdo de um nmol de

acetaldeido por minuto de rea¢do por miligrama de proteina no extrato enzimatico.

3.7. Determinacdo da atividade da serina hidroximetil transferase (SHMT)

A atividade da enzima SHMT foi monitorada utilizando-se serina como substrato,
conforme as metodologias descritas por Willetts & Turner (1971) e por Schirch (1983),
com algumas modificacdes indicadas a seguir. A atividade da enzima SHMT foi

determinada por meio da conversdo de serina e glicina.

Serina hidroximetil ransferase

Serina + THF <€ Glicina + 5,10-metileno-THF

A conversdo de serina em glicina pode ser verificada pela reagdo indicada a seguir, na
qual observa-se a oxidagdo do produto 5,10-metileno tetrahidrofolato a 5,10-metinil
tetrahidrofolato pelo composto NADP" e pela enzima 4cido tetrahidrofolato metileno
desidrogenase. Nesta reagdo, foi medido o aumento de absorbancia a 340nm devido a

formagio dos compostos NADPH™ e 5,10-metinil tetrahidrofolato.

Acido tetrahidrofolato metileno desidrogenase
5,10-metileno-THF + NADPJr —P 5,10-metinil-THF + N}-\I)PH+
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A preparacio dos extratos enzimaticos foi realizada como descrito a seguir:

= As linhagens de S. thermophilus foram cultivadas e coletadas da mesma forma como

descrito no item 3.6.

O precipitado de células foi lavado com 20mL de solugdo de Tris-HCI (S0mM/pH 8)
e centrifugado (4500rpm/10min/4°C).

O precipitado foi suspenso em ImL de solugdo Tris-HCI (S0mM/pH 8) e as c€lulas
foram desintegradas, utilizando-se uma prensa francesa como no item 3.6.

A suspensio foi centrifugada (4500rpm/5min/4°C) para eliminagdo das células
inteiras e dos restos celulares.

O sobrenadante, extrato enzimatico livre de células, foi utilizado para a determinagéo

da atividade enzimatica e a para determinagdo da concentracdo de proteina.

Reaciio para a determinacdo da atividade enzimatica

A reagdio enzimdtica foi realizada a 30°C em uma cubeta (para espectrofotdmetro
delmL) misturando-se: 0,55 mL de solu¢do Tris-HCl (50mM/pH 8), 100 pL de
solugdo de serina 0,5M (preparada em solu¢@o Tris-HCI, SO0mM/pH 8), 100 uL de
solugio NADP (preparada misturando-se 37,17 mg de NADP em 1 mL de solugéo
Tris-HCl 50mM/pH 8), 50 pL de solugdio piridoxal-5-fosfato (preparada misturando-
se 24.8 mg piridoxal-5-fosfato em 10 mL Tris-HCl 50mM/pH 8), 10 pL da enzima
acido tetrahidrofolato metileno desidrogenase (concentragdo = 1U em 900 pL) e, por

ultimo, adicionaram-se 100 pL de extrato enzimatico.
Apos 2 min de reagdo, a densidade optica foi medida (D.O. 340nm)-

Adicionaram-se 100 pL de solugio de acido tetrahidrofolico, [preparado dissolvendo-
se 25 mg de acido tetrahidrofolico em 5,61 mL de solugéo Tris-HCI (50mM/pH 8) e

em 0,1% de mercaptoetanol].

Apds 5 min de reagdo, a densidade optica foi medida. (D.O. 340nm)-
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» A unidade (U) da atividade SHMT corresponde a formagdo de | nmol de glicina por

minuto de reacio por miligrama de proteina no extrato enzimatico

3.8. Determina¢do da concentragdo de proteina

A concentragio de proteina dos extratos foi determinada utilizando-se um método
colorimétrico que muda de cor, de acordo com a concentragdo de proteina presente no
extrato enzimatico. Para tal determinacgdo foi utilizado o Kir Protein Assay da Bio-Rad
(BIO-RAD Laboratories GMbH, Alemanha). Este método baseia-se na observagao de que a
absorbincia maxima de uma solucdo acidificada de Coomassie Brilliante Blue G-250 muda
de 465mm para 595mm, quando se liga & proteina. Este kif baseia-se no método de

Bradford, utilizando o BSA como padrio (Bradford, 1976).

3.9. Determinagdo da concentragao de acido félico

A concentracdo de acido folico presente nas células (no meio intra e extracelular) foi
medida em diversas linhagens selvagens de S. thermophilus e L. lactis assim como também

nos mutantes, visando avaliar a importancia da SHMT no metabolismo de 4cido folico.

Para esta determinacio foi utilizado um ensaio microbiologico, com a linhagem B236
(ATCC7469) de Lactobacillus rhamnosus, auxotrofica para acido folico. O crescimento
deste microrganismo depende da quantidade de acido folico produzido anteriormente pelas
linhagens selvagens ou pelos mutantes. Este método foi otimizado por Marjo Starrenburg do
Nizo Food Research com base nos métodos de Moloy & Scott, (1997), Horne & Patterson,
(1988) e Phillips & Wrigth (1982 e 1983).

3.10. Manipulagdes de DNA

As diversas enzimas de restri¢do, Taq e PWO polimerase, T4 DNA ligase e outras
enzimas modificadoras de DNA foram usadas segundo as recomendag¢des dos fornecedores

Boehringer Mannheim, Life Technologies, Pharmacia ou Gibco/BRL.
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3.10.1. Isolamento, purificacao, transformacao e hibridiza¢io de DNA

As técnicas padrdo de recombinagdo de DNA rotineiramente utilizadas em
laboratorios de genética foram realizadas de acordo com protocolos estabelecidos por

Sambrook et al. (1989).

O isolamento e a purificagdo do DNA plasmidial em grande escala foram realizados
utilizando-se um kit JetStar columns (Genomed GmbH, Alemanha), de acordo com as

instrug¢des dos fabricantes.

A purificagdo dos produtos de PCR e das bandas de gel de agarose foi realizada de
acordo com as instru¢des dos fabricantes, utilizando-se o kit Jet Quick Spin Column
Technique (Genomed, Alemanha). Algumas vezes, a purificagdo de plasmideo em grande
escala foi realizada utilizando-se o protocolo com cloreto de césio e brometo de etideo,

segundo Birnboim & Doly (1979).

O DNA plasmidial e cromossomico de S. thermophilus e L. lactis foram isolados de
acordo com o protocolo desenvolvido para L. lactis (Vos et al., 1989), no caso de S.

thermophilus, as amostras foram digeridas por 1h a 50°C.

Linhagens de E. coli, S. thermophilus e L. lactis foram transformadas por meio de
eletroporagio (Eletroporador Gene Pulser II - Bio-Rad) segundo o protocolo do manual
deste equipamento. As linhagens de E. coli, segundo Sambrook ef al. (1989); L. lactis, de
acordo com o método de Holo & Nes (1989) e S. thermophilus, segundo Mollet et al.
(1993), com a modificagdo de que as células foram previamente incubadas em solucéo

tamponada de eletroporagdo por 4h a 4°C.

A hibridizagdo de fragmentos de DNA foi realizada segundo Southern (1975),
utilizando-se o kit The Dig System for Filter Hybridization (Boehringer Mannheim), para
marcacdo e detecgdo, de acordo com as instrugdes dos fabricantes. Neste procedimento,
utilizado na detecgio de determinadas seqtiéncias de DNA no cromossomo, o DNA foi
extraido, imobilizado numa membrana de nailon e incubado na presenga de uma sonda
marcada a frio com digoxigenina que complementou a seqiiéncia de DNA do cromossomo,

detectando-a.
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3.10.2. Reacoes de Polymerase Chain Reaction - PCR

Com a técnica Polymerase Chain Reaction (Erlich & Bell, 1989) foi possivel a
amplificagdio de segmentos de DNA entre regides de seqiiéncia conhecidas. Esta
amplificacio foi realizada pela reagdo em cadeia da enzima DNA polimerase que utiliza um
par de oligonucleotideos, os quais flanqueiam a regiio do DNA amplificada. PCR consiste
de trés ciclos basicos: (1) a desnaturagfio a 94°C por 1 minuto, separagdo da dupla fita do
DNA; (2) ligacdo (anelamento) dos oligonucleotideos ao DNA alvo em fitas opostas,
ocorre em uma temperatura por volta dos 50°C por 1,5 minutos (nesta etapa o tempo ¢
temperatura devem ser otimizados para cada oligonucleotideo utilizado) e (3) extensdo a
72°C por 2 minutos, etapa na qual a enzima termo-resistente DNA polimerase estende 0s
oligonucleotideos sintetizando duas novas fitas de DNA na regido flanqueada. Este ciclo de
variagio de temperatura foi repetido 30 a 40 vezes; desta forma, a quantidade de DNA

amplificada aumentou exponencialmente a cada ciclo.

Esta técnica possui diversas aplicagdes e foi utilizada, nesta tese, para amplificar
genes ou fragmentos de DNA para clonagem em diferentes vetores, para a criagdo de sitios
de restricio (possibilitando digestdo com diferentes enzimas de restrigdo), para
caracteriza¢iio direta de clones recombinantes (“PCR de colonias™), para PCR inverso ¢

para detecgdo de delegdo de genes ou parte destes.

As reagdes de PCR foram otimizadas para cada caso, em geral, para amplificagdo de
genes para clonagem. Foram conduzidas em um volume final igual a 50 pL contendo:
10mM Tris/HCI (pH 8,55); 25mM KCI; SmM (NH4),SO4; 2mM MgSOy: 0,1mM de dNTP;
20 ng de cada um dos oligonucleotideos; 1 pg de DNA gendmico e 0,5 unidades da enzima

polimerase PWO (Roche).

O equipamento de PCR utilizado foi Mastercycler gradient (Eppendorf-
Hamburgo/Alemanha). Para a amplificagio de genes para clonagem com a enzima PWO,
este equipamento foi programado da seguinte forma: 94°C por 15 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por 2 min num total de 35 ciclos. Durante os experimentos preliminares,
para se otimizar as condigdes destas reagdes e para “PCR de colonias”, utilizou-se a enzima

Taq polimerase em vez da PWO. Os oligonucleotideos desenhados para amplificar
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fragmentos de DNA foram produzidos pela Pharmacia Biotech, que também fornece
sugestdes de diferentes temperaturas o6timas de anelamento, calculadas de acordo com a

composi¢io dos oligonucleotideos utilizados na reag@o.

PCR de colonias

Protocolo rotineiramente utilizado no Departamento de Genética do Nizo Food

Research (Kleerebezem, Comunicagdo Pessoal), encontra-se detalhadamente descrito a

seguir. Para realizar desta técnica, colonias (possiveis transformantes) foram coletadas com
palitos e repicadas em meio M17 liquido (para cultivo e extragdo do DNA plasmidial) e em
um tubo eppendorf (tubo plastico para reagdo de PCR). Esses foram levados a um forno de
microondas por 3 minutos na poténcia maxima. Nos eppendorf adicionou-se a mistura de
reagentes para a reagdo de PCR juntamente com dois oligonucleotideos, sendo que um

deles deveria se ligar ao fragmento DNA clonado e outro em alguma regifo plasmideo.

Essa técnica foi utilizada para a caracterizagdo direta de clones recombinantes, em
especial, no caso de S. thermophilus, cujas manipulagdes genéticas foram muito
trabalhosas. Porém esta técnica foi posteriormente confirmada por mini-preparagdes de
DNA plasmidial para se realizar um perfil de digestdo com enzimas de restrigdo e,

subseqiiente, seqiienciamento.

3.10.3. Seqiienciamento de DNA

As seqiiéncias dos fragmentos inseridos em diferentes vetores e/ou plasmideos foram
determinadas utilizando-se o seqiienciador automatico ALFred (Automatic Laser
Fluorescent DNA Sequencer da Pharmacia Biotech, Roosendaal, Holanda). Neste método
realizam-se quatro reacdes e os fragmentos obtidos sdo separados em 4 canaletas
adjacentes; os fragmentos marcados (com Cy5 marcador universal e reverso) migraram
através do gel, sendo excitados por meio de um raio laser; a luz emitida ¢ detectada,
gerando uma imagem do gel e das bandas. Um programa acoplado a este instrumento

fornece a seqiiéncia de bases nitrogenadas do fragmento seqiienciado. As reagdes de
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seqlienciamento foram realizadas com um Kit comercial (Autoread Sequencing, Pharmacia

Biotech), de acordo com as instrug¢des do fabricante.

O vetor comercial pGEM®-T (Figura 3.1, Anexo 1) foi utilizado para a clonagem de
produtos de reagdes de PCR, segundo as recomendacdes dos fabricantes. Células
competentes de E. coli foram transformadas com os plasmideos construidos e os

fragmentos clonados foram, ento, seqiienciados e analisados.

3.10.4. Programas e web sites consultados

As seqiiéncias de DNA foram analisadas com o auxilio do programa CLONE (Clone
Manager, versdo 4.0 para Windows), que também foi utilizado para construir todos os
plasmideos apresentados, verificar os sitios de restrigdo, planejar as digestdes, clonagens,
procurar por ORF, proteinas, etc. Para se verificar a homologia com outros genes, foram
utilizados os programas EMBL/Genbank e BLAST (Altschul ef al, 1997). O método
CLUSTALW (Higgins, 1989) foi usado para comparagdo entre diversas seqiiéncias de
proteinas ou aminodcidos por meio de miltiplos alinhamentos. Para informagdes sobre

enzimas, genomas e seqiiéncias os seguintes web sites foram consultados:

* Pagina da Universidade de Groeningem com links para sites interessantes de genética e
bactérias lacticas: http://molgen.biol.rug.nl/molgen/index.htm

* Para BLASTS: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast ou http://www.blast.genome.ad.jp/

* Para alinhamentos: http://www.ebi.ac.uk/clustalw

* Para informag@o sobre enzimas: http://www.expasy.ch/cgi-bin/enzyme-search-ec e/ou
http://www.genome.ad.jp/kegg/

* Genoma de S. thermophilus — UCL/Bélgica: http://www.biol.ucl.ac.be

* Genoma de L. lactis — INRA/Franga: http://www.spock.jouy.inra.fr
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3.11. Estudo da fungio do gene glyA de S. thermophilus.

A interrup¢do do gene glyAd em S. thermophilus foi realizada com a finalidade de
estudar a sua fun¢do. Para tal procedimento duas técnicas foram utilizadas:

(1) O protocolo estabelecido por Maguin et al. (1996), onde foi utilizado o vetor
pG'host9 (Figura 3.2, Anexo 1) que contém um replicon termossensivel. Nesta técnica,
ocorre a interrupgdo do gene de interesse, quando a temperatura passa de 28°C para 42°C e
para que este vetor possa se replicar ele deve se integrar ao cromossomo no locus do gene

em questao.

(2) O protocolo desenvolvido para L. lactis por Leenhouts ef al. (1996), onde foi
usado o vetor pORI280 (Figura 3.3; Anexo 1). Esta técnica visa promover a retirada de um
determinado gene por meio de uma recombinagdo homologa dupla, tendo sido utilizada

com sucesso em L. lactis e E. coli.

Para a confirmacdo da integragdo do plasmideo construido no correto locus do gene
glyA, foi realizada hibridizagdo pelo método de Southern Blot. Utilizou-se um fragmento

do gene glyA como uma sonda marcada com o sistema Dig.

A seguir, as linhagens mutantes foram caracterizadas; inicialmente, estes
microrganismos foram cultivados em leite e/ou em LM17, nas condi¢gdes descritas no item
3.3. e depois os seguintes parametros foram avaliados: (1) produ¢do de acetaldeido; (2)
atividade TA, (3) produc@o de acido folico e (4) crescimento, pela medida da densidade

optica (ODggonm) € da curva de pH (produgio de acido lactico).

3.12. Identificagao do gene glyA de §. thermophilus

Com a finalidade de se isolar o gene glyA de S. thermophilus, duas estratégias foram

seguidas, cujas metodologias estdo descritas a seguir:

(1) Técnica tradicional. Por meio da técnica de hibridizagdo Southern Blotting, um
fragmento interno do gene g/yA foi marcado com o sistema fluorescente Dig, a fim de ser
utilizado como uma sonda para a identificacio do gene giyA no cromossomo de S.

thermophilus. O DNA cromossomico foi digerido com as seguintes enzimas de restri¢do:
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Alul, Sau3A, Rsal, Taql, Hpall, EcoRl, Hincll, Clal e Hindlll, por cerca de 16h a 37°C,
sendo selecionadas as enzimas que, apoOs a digestdo, resultassem em fragmentos (contendo

o gene glyA) com cerca de 5kb.

A digestdo com as enzimas EcoRIl e Hindlll produziu fragmentos do tamanho
desejado. As bandas com cerca de Skb foram excisadas do gel de agarose (na realidade
foram cortadas quatro fatias de gel em torno da banda de 5kb) e cada banda foi eluida
isoladamente. Utilizando-se uma técnica de hibridizacdo Dot Blotting, foi determinada a

banda que continha o gene giyA.

Procedeu-se a ligagdo desta banda no vetor comercial pUC19 (Figura 3.4, Anexo 1) e,
posteriormente, transformaram-se células competentes de E. coli com esta mistura de
ligacdo. Os clones transformantes (colonias brancas) que cresceram em meio agar seletivo
YT suplementado com ampicilina, foram transferidos para tubos de ensaio contendo caldo
seletivo YT com ampicilina e incubados por 16h sob agitagdo. Apos este periodo, foi
realizada a extracdo de DNA plasmidial destes transformantes e, em seguida, foram
realizadas as digestdes com as enzimas de restri¢do EcoRI ou HindlIl. O DNA digerido foi,
entdo, submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% e as bandas transferidas para uma
membrana de nailon. Foi, entdo, realizada a hibridizacdo com uma sonda marcada com o
fragmento interno do gene glyA para se identificar o clone desejado (ou seja, colonia de E.
coli contendo o vetor pUC ligado a fragmento com o gene g/yA). Este clone foi

seqiienciado usando-se oligonucleotideos universais para pUC19.

(2) PCR Inverso. Este protocolo € rotineiramente utilizado no Departamento de
Genética do NIZO Food Research (Kleerebezem, Comunicagdo Pessoal) onde € conhecido
como “/nverse PCR” e encontra-se detalhadamente descrito a seguir. Nesta técnica 10ug de
DNA cromossomico foram digeridos por 16h a 37°C, usando-se 10 unidades das diferentes
enzimas: Alul, Sau3A, Rsal, Taql, Hpall, EcoRl, Hincll, Clal e Hindlll. Esta digestao foi
realizada na presenga de BSA (0,1 mg/mL). O DNA digerido foi precipitado com etanol e
suspenso em 30 pl. de 4gua bidestilada. As enzimas de restrigdo foram inativadas por

tratamento térmico. O DNA foi ligado por meio da enzima T4 DNA ligase (para promover a
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circularizago) por 16h a 12°C em um volume final de 40 pl (a mistura de ligagdo
permaneceu diluida para facilitar a circulariza¢io). Este DNA circular foi precipitado com
etanol e suspenso em 10 pL de 4gua bidestilada. Procedeu-se uma reacio de PCR
utilizando-se 5 pL deste DNA circular, e os oligonucleotideos (ACC3’ e ACC4’) foram
desenhados com base na seqiiéncia conhecida do fragmento interno do gene glyA para
amplificar o fragmento em dire¢do a extremidade do mesmo, o inverso de que seria em um
PCR normal e por esta razio o nome, “PCR inverso”. O produto desta reagio foi
monitorado em gel de agarose, em seguida purificado, e inserido no vetor comercial

pGEM®-T para seqiienciamento.

3.13. Construgdes plasmidiais

Foram construidos diferentes plasmideos com a finalidade de: (1) promover a
complementa¢do das linhagens onde o gene gly4 foi interrompido e (2) obter a

superexpressdo do gene gly4, visando a uma possivel superprodugio de acetaldeido.

Como as manipulagdes genéticas com S. thermophilus sdo muito trabalhosas, desde
um simples isolamento de DNA plasmidial a uma digestdo com enzimas de restrigdo, as
construgdes foram obtidas, inicialmente, em E. coli e/ou L. lactis. Em E. coli e/ou L. lactis
a estrutura das diferentes construgdes foram verificadas por meio de um perfil de digestio
com diferentes enzimas de restri¢do (uma delas foi usada para linearizar o plasmideo e duas
outras para digeri-lo separando o fragmento clonado do vetor), os produtos foram
conferidos em gel de agarose 1% e, entdo, o fragmento clonado foi seqiienciado. Apos esta
avaliagdo, as construgdes foram cultivadas em grande escala (200mL) em E. coli; o DNA
plasmidial extraido e purificado com o kit JetStar columns (Genomed GmbH, Alemanha).
Caso necessario este plasmideo ainda passou por um tratamento com fenol e cloroformio
para retirar proteinas e/ou outras impurezas. Células competentes das linhagens NIZOB130
e AO54 de S. thermophilus foram transformadas por meio de eletroporagio com o
plasmideo puro e em altas concentragdes variando de 1 a 10ug. Os clones de S.
thermophilus foram avaliados, inicialmente, por “PCR de coldnias” seguidos por extragio

de DNA plasmidial e perfil de digestdo e seqiienciamento do fragmento clonado.
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3.13.1. Construgdes plasmidiais detivadas do pNZ8148 (NICE SYSTEM®)

O Sistema NICE (NICE SYSTEM®) desenvolvido e patenteado pelo NIZO Food

Research  (Kuipers et al., 1997) foi utilizado para verificar a possibilidade de

superexpressio dos genes g/yA provenientes de linhagens de B. subtilis, de S. thermophilus

e de L. lactis.

>

h 7

v

\?f

O gene glyA de linhagens de B. subtilis foi amplificado, utilizando-se os
oligonucleotideos ACC10 e ACC11; o de S. thermophilus com ACC12 e ACC13 ¢ o de
L. lactis usando os ACCl4 e ACCIS. Todos os oligonucleotideos desenhados
continham seqiiéncias que possibilitaram a digestdo com as enzimas de restri¢do Ncol e

BamHI (ou Rcal);

O vetor pNZ8148 (Figura 3.5, Anexo 1) foi digerido com as enzimas de restrigdo Ncol
e Xbal e os diferentes genes glyAd com Ncol e BamHI. Apos digestdo, os fragmentos
foram colocados em gel de agarose 1%, separados e, subseqiientemente, purificados. Os
diferentes genes gly4 foram inseridos no pNZ8148 sob o controle do promotor de
nisina (Pnis) por meio de uma reagdo de ligagdo por 12h a 12°C, utilizando-se a enzima

T4 DNA ligase;

Células competentes da linhagem NZ9000 de L. lactis foram transformadas por meio de
eletroporagdo com esta mistura de ligagdo e, em seguida, plaqueadas em meio agar

GM17 com cloranfenicol;

Apbs a incubacio a 30°C por 48h, as coldnias foram transferidas, uma a uma para tubos

de ensaio com caldo de GM17 e incubadas por 24h a 30°C.

O DNA plasmidial foi extraido e conferido por meio de um perfil de digestéo e,

subseqiientemente, pelo seqiienciamento.

As linhagens de L. lactis mutantes foram cultivadas em caldo GM17 com cloranfenicol

por 16h a 30°C.

Apds crescimento por este periodo, as culturas foram diluidas vinte vezes em GM17 e

incubadas até atingirem densidade 6ptica D.O. 60qm = 0.5
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» Quando as culturas atingiram densidade optica D.O. g5oqm = 0,5 procedeu-se a indugio

com diferentes concentra¢des de nisina, tais como: 0; 0,01; 0.1; 0,5; 1 ¢ 5 ng/mL;

\4

Apos a adi¢@o de nisina, as culturas foram mantidas a 30°C por cerca de 1:45h;

» Determinou-se a densidade oOptica e as células foram coletadas por meio de

centrifugacdo (4°C/4500rpm/10min);.

» As células precipitadas foram suspensas em solu¢do tampdo fosfato e lisadas,

utilizando-se uma prensa francesa com pressdo constante;

» As paredes e restos celulares foram removidos por  centrifugacdo

(4°C/4500rpm/10min);

» Os extratos intracelulares foram utilizados nas determinagdes das atividades
enzimaticas como descrito nos itens 3.6. e 3.7. Esses extratos também foram
submetidos a eletroforese (Laemmli, 1970), sendo possivel observar a superproducao da
enzima em géis de poliacrilamida (SDS PAGE). O padrdo de massa molecular utilizado
nos géis de poliacrilamida foi BenchMarkTM Protein Ladder (GibcoBRL/Life
Technologies).

3.13.2. Construcao de plasmideos para complementagio

Com a finalidade de se promover a complementac¢do das linhagens onde o gene g/yA
foi interrompido, foram construidos os plasmideos nos quais o gene glvA de S.
thermophilus foi inserido sob o controle de diferentes promotores fortes nos vetores
pACCI1 (Figura 3.6, Anexo 1). e pJIM2246 (Figura 3.7, Anexo 1). O pACCI ¢ uma
construcdo derivada do pNZ8148 onde o promotor da nisina foi trocado pelo promotor da

enzima lactato desidrogenase.

3.13.3. Construgoes de plasmideos para expressio do gene glyA

Com a finalidade de se promover a superexpressdo do gene gly4 e verificar o seu

impacto na producdo de acetaldeido, diferentes fragmentos de DNA contendo este gene
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foram amplificados e clonados em diferentes plasmideos, sob o controle de diferentes

promotores.

Os seguintes pares de oligonucleotideos foram desenhados com o objetivo de se

amplificar a regido promotora do gene glyA (caso exista):

v ACC16 & ACC17: para amplificar um fragmento de 1500pb contendo o gene glyA e

mais 300pb acima do inicio do gene;

v ACCI18 & ACCI19: para amplificar fragmento com 1800pb contendo o gene giyA e
mais 600pb acima do RBS (sitio de liga¢do do ribossomo).

Esses produtos de PCR foram purificados, digeridos com as enzimas de restri¢do Pstl e
Xhol e inseridos no vetor pNZ273 (Figura 3.8, Anexo 1), previamente digerido com as
mesmas enzimas. Este vetor pNZ273 ndo apresenta uma regido promotora e sO expressa 0s

genes caso tenham suas proprias regides promotoras.

Os oligonucleotideos ACC20 e ACC21 foram desenhados para amplificar um
fragmento o gene glyA, iniciando no RBS. O produto desta reagdo de PCR foi purificado,
digerido com as enzimas de restricdo Pstl € Xhol e inserido nos vetores pNZ275 (Figura
3.9, Anexo 1) e pNZ276 (Figura 3.10, Anexo 1) contendo, respectivamente, os promotores
USP45 (Puspss) € LacA (Praca). Procedeu-se a ligacdo destes fragmentos nos diferentes
vetores por meio da enzima T4 DNA ligase e estas misturas de ligagdo foram utilizadas
para transformar células competentes de E. coli. Para, posteriormente, transformar células

competentes de S. thermophilus com esses plasmideos avaliados e purificados.

A caracterizagdo destas linhagens mutantes foi realizada cultivando-as em meio
LM17 suplementado com cloranfenicol, por 24h a 42°C e avaliando-se: (1) a atividade
treonina aldolase (TA); (2) a queda do pH do meio, monitorado continuamente por um
microprocessador do tipo pH/ION Metro (MTW, Weiheim, Alemanha); (3) o crescimento
microbiano determinado por meio de contagem de células viaveis, retirando-se amostras ao
longo do periodo de incubag¢do, diluindo e plaqueando em profundidade em M17 4gar. As
placas foram incubadas por 48h a 42°C e as bactérias contadas e expressas como o log de
unidades formadoras de coldnias por mililitro (ufc/mL) e (4) a produgdo de acetaldeido e de

acido folico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho desta tese foi dividido em duas partes: na primeira a enzima treonina
aldolase de S. thermophilus foi estuda e caracterizada e na segunda essa enzima foi
manipulada geneticamente, com a finalidade de avaliar o impacto na produgdo de
acetaldeido e 4acido folico. A Figura 4.1 mostra um esquema geral desse trabalho com as
principais etapas e resultados. A manipulagdo genética consistiu na: (1) superexpressdo do
gene que codifica a enzima treonina aldolase de S. thermophilus em diferentes organismos
sob o controle de diversos promotores (Figura 4.2) e (2) interrupgdo deste gene para estudar

sua fungédo (Figura 4.3).

4.1. Avaliagdo da produgio de acetaldeido por S. thermophilus

A produgio de acetaldeido foi avaliada em todas as linhagens de S. thermophilus da
cole¢io do NIZO Food Research apos 20h de crescimento em leite, com e sem a adi¢do de
[-treonina (10mM e 25mM). Foi observado que aumentando a quantidade de L-treonina
adicionada no meio de crescimento, aumentava-se proporcionalmente a produgdo de
acetaldeido (Figura 4.4), exceto no caso das linhagens NIZOB103 ¢ NIZOB129, nas quais

nio foi detectada a produgdo de acetaldeido.

Com esse experimento foi possivel constatar que a taxa de inducdo da treonina
depende da linhagem e a produgdo de acetaldeido foi regulada pela presenca deste
aminoacido no meio de crescimento. Esses resultados sugerem que a treonina tenha
envolvimento na regulagdo da atividade da enzima treonina aldolase, como ja havia sido
previamente indicado por outros pesquisadores, tais como Lees & Jago (1978), Shankar

(1977) e Wilkins ef al, (1986a).

E interessante observar que nas linhagens NIZOB103 e NIZOB129, também foram
observadas as menores taxas de produgdo de 4cido folico entre todas as linhagens de S.
thermophilus da colegdo do NIZO Food Research (Woulters et al., 2002). O acido folico
atua como cofator da enzima SHMT (Blakey, 1969).
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Producio de acetaldeido pelas linhagens de S. thermophilus da cole¢io do NIZO Food
Research em leite com e sem adicido de treonina

4
Treonina esta envolvida na regulacio da atividade da Treonina Aldolase (TA)

Atividade TA : treonina = acetaldeido + glicina

Correlacionou-se a formacio de acetaldeido durante fermentacio com a atividade TA
4

Constatada a importincia da atividade TA na producio de acetaldeido em S. thermophilus

Enzima treonina aldolase em S. thermophilus refere-se:
a enzima EC4.1.2.5. (gene Ifal) ou a EC2.1.2.1. (gene glyA) 2?
4
Foi possivel amplificar por PCR o gene glyA, porém nio o gene /fal porque ou ele tem uma

seqiiéncia diferente das enzimas TA de outros organismos ja seqiienciados ou esse gene nio
existe em S. thermophilus

Desenharam-se oligonucleotideos degenerado

com base no alinhamento de seqiiéncia de GlyA de diferentes organismos

4
Reacao de PCR
4
amplificou-se fragmento interno de gene glyA com S50pb
% N
Interrupgio do gene glyA Obtencio a seqiiéncia completa do gene giyA
Para estudar a funcio deste gene Para superexpressio em S. thermophilus
Interrupgio do gene glyA Superexpressio do gene glyA em S. thermophilus
J 0
v" Extin¢io da atividade de TA v Aumento na atividade de TA
v" Dréstica reducio na formacio de acetaldeido v Aumento na formacio de acetaldeido
v" Reducdo de 6 vezes no crescimento dos mutantes ¥ Aumento na produgéo de acido félico
4

OS RESULTADOS SUGEREM:

A Em 8. thermophilus, a enzima SHMT possui a atividade de TA
A SHMT ¢é fundamental na formacio de acetaldeido durante a fermentacio de leite
. Sera possivel controlar e aumentar a producio de acetaldeido na fabricacio de iogurte

Figura 4.1. Esquema geral deste trabalho com as principais etapas e resultados obtidos.
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Figura 4.2, Esquema geral da estratégia utilizada para superexpressdo do gene gly4 em

S. thermophilus
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clonado em pGEM-T

pGHOSTY e pNZ2300 digerido com as enzimas Apal e Spel
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v
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v

o® oo Linhagem de E. coli
© ofo_.0 -

oo o Com varias copia do
pNZ2310

v

Purificacio do pNZ2310
Eletroporacio em células competentes
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B130A glyA & AOS4A glyA

Linhagens mutantes de S. thermophilus

Linhagem de
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‘ o ggg% S. thermophilus com
Inicio do gene 5050bs Final do gene (=2~ =~ vérias copia do
gya S0P glyA pNZ2310

~o_

Plasmideo pNZ2310 integrado no Iécus do

gene glyA no cromossomo de S. thermophilus Interrupefo do gene gl was linhagens

B130 e AO54 de 8. thermophilus

Figura 4.3. Esquema geral da estratégia utilizada para interrupgio do gene gly4 em

S. thermophilus
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4.2. Caracterizagio da enzima treonina aldolase de S. thermophilus

O comportamento da atividade de treonina aldolase (TA) proveniente de duas
linhagens de S. thermophilus, NIZOB130 e NIZOB103 (respectivamente, com maior € com
menor produgdo de acetaldeido) foi estudado. Com este experimento, foi possivel verificar
que essa enzima possui um comportamento linear com o tempo de reagdo, ou seja, o
aumento da atividade treonina aldolase foi proporcional ao tempo em que as amostras
permaneceram incubadas a 42°C. A Figura 4.5 ilustra o comportamento linear da enzima

com o tempo de reagdo nas linhagens NIZOB130 e NIZOB103.

A atividade enzimatica de treonina aldolase foi avaliada durante o cultivo das
linhagens de S. thermophilus em LM17. Verificou-se que ela aumentou ao longo da fase
exponencial de crescimento e foi estabelecido que o final da fase exponencial de
crescimento era o melhor momento para a determinagdo da atividade TA, uma vez que

neste ponto observou-se a maior atividade desta enzima.

4.2.1. Avaliagao da enzima treonina aldolase submetida ao congelamento

Com o objetivo de realizar experimentos com diversas amostras (a fim de permitir a
comparagio entre os resultados) e como a preparagdo dos extratos enziméaticos € trabalhosa

¢ demorada, foi estudado o comportamento da atividade TA frente ao congelamento com

nitrogénio liquido e armazenamento a -80°C.

Observou-se que este congelamento provocava um decréscimo em torno de 10% na
atividade enzimatica, quando comparada as amostras recém-preparadas. Deste modo foi
possivel planejar experimentos com o nimero desejado de amostras, uma vez que todos os
extratos eram preparados e congelados nas mesmas condi¢des e, portanto, sofreriam o

mesmo decréscimo na atividade enzimatica.
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4.3. Estudo da relagio entre a produgio de acetaldeido e atividade TA

A atividade enzimética da treonina aldolase foi determinada em dez linhagens de S.
thermophilus. Estudando-se a relagdo entre a produgdo de acetaldeido e a atividade da
treonina aldolase, constatou-se que as linhagens com baixa atividade enzimatica
produziram pouco ou ndo produziram acetaldeido durante a fermentagdo, enquanto aquelas

com alta atividade TA também foram as maiores produtoras de acetaldeido.

Foi possivel estabelecer uma relagdo direta entre a produgdo de acetaldeido durante a
fermentacdo ¢ a atividade enzimatica treonina aldolase (Figura 4.6). Estes resultados deram
suporte para dar inicio a etapa seguinte, a manipulagdo genética. Para as modifica¢des
genéticas, foram escolhidas duas linhagens de S. thermophilus: NIZOB130, por ter a maior
atividade de treonina aldolase e também ser a maior produtora de acetaldeido e AO54, por

ser facilmente transformavel.
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Figura 4.5. Comportamento da enzima treonina aldolase nas linhagens B103
(=NIZOB103) e B130 (=NIZOB130) com o tempo de reagdo. Ao lado de cada uma das

retas encontram-se a sua equagdo e o coeficiente de correlagdo (R?).
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Figura 4.6. Relacdo entre a producdo de acetaldeido em meio LM17 a 42°C e a atividade
enzimatica TA em 10 linhagens de S. thermophilus. Onde os nimeros: 1 = NIZOB103; 2 =
NIZOB129; 3 = B130Dglyd; 4 = AO54Dglyd; 5 = NIZOB125; 6 = AOS4-T; 7 =
NIZOB1122; 8 =A054; 9 = NIZOB130; 10 = NIZOB130 ¢ T indica suplementagio com

25mM de treonina.
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4.4. Identificagdo do gene que codifica a enzima treonina aldolase

Durante a revisdo de literatura a respeito da enzima treonina aldolase em bactérias
lacticas, foi constatada uma falta de consenso com relagdo & sua nomenclatura, uma vez que
algumas publicagdes referiam-se a treonina aldolase como a enzima EC.2.1.2.1. e outras
como a EC.4.1.2.5. Devido a duplicidade da nomenclatura e por ndo existir informagio
disponivel na literatura, no inicio deste trabalho ndo se sabia qual destas duas enzimas
encontrava-se presente em S. thermophilus e, portanto, tentou-se identificar o gene /taF que

codifica a verdadeira treonina aldolase (EC.4.1.2.5.).

Por meio de um multiplo alinhamento (Figura 4.7), realizado com o auxilio do
programa CLUSTAL W observou-se uma grande varia¢do nas seqiiéncias de aminodcidos
que codificam a enzima treonina aldolase em bactérias. Os oligonucleotideos degenerados
desenhados para amplificar uma parte interna do gene /faF tinham um grau de degeneragio
consideravel (pois ndo existe uma regido bem conservada entre as diferentes seqiiéncias).
[nimeras reagdes de PCR foram realizadas e diversas condi¢des testadas mas, ndo foi

possivel amplificar o gene /1aF.

Em 2001, quando cerca de 95% do seqiienciamento do genoma de S. thermophilus ja
havia sido concluido e disponibilizado para consulta na Internet, realizou-se uma pesquisa,
utilizando-se o programa BLAST, procurando por homologia com alguma das seqiiéncias
conhecidas de treonina aldolase. Nao foi encontrada homologia significativa para nenhuma
delas, resultados estes também confirmados por Pascal Hols, coordenador do projeto
genoma de S. thermophilus e que tem acesso a toda a seqiiéncia deste microrganismo,
inclusive regides ainda ndo disponiveis para dominio publico (Comunicagdo pessoal, 2001).
A partir destes resultados conclui-se que, ou a enzima treonina aldolase ndo existe neste

microrganismo ou ¢ muito distinta das enzimas ja seqilienciadas até o presente momento.
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Por outro lado. uma regido interna com 505pb do gene glyA, que codifica a enzima
serina hidroximetil transferase (EC.2.1.2.1.), foi prontamente amplificada por meio de
PCR, utilizando-se oligonucleotideos degenerados que foram desenhados com base no
multiplo alinhamento com diferentes seqiiéncias de aminoacido codificando esta enzima
(Figura 4.8). Este multiplo alinhamento apresenta algumas seqiiénc@as da SHMT de
diferentes organismos, incluindo também a do fragmento interno de 505pbs do gene gly4
de S. thermophilus. Por meio deste alinhamento foi possivel observar que entre os
diferentes genes g/yA existem regides extremamente bem conservadas nos mais diversos

organismos (os oligonucleotideos foram desenhados nestas regides).

Com o objetivo de isolar este gene glyA da linhagem NIZOB130 de S. thermophilus,
por meio da técnica de hibridiza¢dao Southern Blot, um fragmento interno do gene g/yA foi
marcado com digoxigenine, para ser utilizado como uma sonda. O DNA cromossomico de
S. thermophilus foi digerido com 10 diferentes enzimas de restricdo (16h a 37°C). As
enzimas EcoRI e Hindlll produziram fragmentos do tamanho desejado (5kb). Procedeu-se a
ligagdo desta banda no vetor comercial pUC19. Células competentes de E. coli foram
transformadas com esta mistura de ligagdo. Os clones transformantes (colonias brancas)
foram selecionados por hibridizagdo com uma sonda marcada ¢, subseqiicntemente
avaliados.Apos segiienciamento dos fragmentos contendo o gene glyA, constatou-se que
ambas as enzimas escolhidas cortavam a parte final deste gene, sendo possivel somente o
seu seqiienciamento parcial, cerca de 1000pb da parte inicial (Figura 4.9). O restante da
seqiiéncia deste gene poderia ser obtido repetindo-se esta técnica e utilizando-se, desta vez,
outras enzimas de restrigdo, porém. como esta técnica é trabalhosa e demorada, optou-se
por tentar “PCR inverso”, técnica pela qual foi obtido o restante da seqiiéncia do gene glyA

de S. thermophilus.

O gene glyA de S. thermophilus NIZOB130 foi amplificado por PCR e o produto
desta reagdo foi clonado no vetor comercial pGEM-T para ser seqiienciado. A Figura 4.10
apresenta a seqiiéncia completa do gene glyA de S. thermophilus NIZOB130 com 1248pb
em uma ORF (Open Reading Frame). E interessante notar que esse gene apresentou uma
altissima homologia (constatada por meio do programa BLAST, comparagido em termos de
bases nitrogenadas) com o gene gly4 de Streptococcus pyogenes (87% de identidade) e de

L. lactis (89% de identidade).
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Scerevisae @ @ -—----] MIEFELPPKY ITAANDLRSDTFTTPTAEMMEA-ALEAS IGDAVYGEDVDTVRLE 53
Calbicans = = ————-—- MTADEE--ETFTTFNEFRSDTFTVETRAMVEDGFMNAT FGDSVYQEDETTLRLE 52
Tmaritma e R S e S ] MIDLRSDTVTRPSRAMLEA-MMAAPVGDDVYGDDPTVNALQ 40

Pseudomona = =~ ~=mmmmmmmmmm e MEVIDLRSDTVTQFTAGMREA-MAAAELGDDVY GEDPTVHRLE 42
Vcholerae 4
Ajandex 42

40

Ecoli

Imelanco ~MT- THWVDLRSDWSQPTDMAR mTAWC{DEWGEZDPTVNELE

Halobacter IFPPGEGCPIMIDLESDTVAT PTEAMREA -AAQAPVEHGEHGDDPAVAAVE 59
Mloti MNESKOTRPRGFT SDNTAGVSPEVIAATITACASGRALPYGRDELTHTVE 49
Coragsant = = — ————==-r———r MTQTAPRYDFASDNVAGAMPEVMEALIAANAGTASGYGTDHVSRAAA 47
Scerevisae QTVARMAGKEAGLFCVEGTLSNQIATRTHLMOPPY SILCDYRAHVYTHEAAGLATLSQAM 113
Calbicans SHMCE ITGKPAALFCVEGTMSNQ IGLRANLVOPPY SILCDYRAHVFLHEAGGLATLSQAM 112
Tmaritma DYAAELSGREAAIFLPTGTQANLVALLSHC-ERGEEY IVGQAAHNY LFEAGGAAVLGSIQ 99
Pseudomona AELAARLGEAAALFVETGTMSNLLGLMAHC-ERGDEY IVGQQAHTYKYEGGGAAVLGSIQ 101
Vecholerae QWAAFRHGFEAALFTTSGTQANLLGLLAHC-ERGDEY LCGQQAHNYRYEAGGAAVLGSIQ 106
Ajandei AYGADLLGEEAALFVPSGTMSNLLAVMSHC -QRGEGAVLGEAAHIYRYEAQGSAVLGSVA 101

Ecoli RJ.AAETFGKEAAL!VPSGTMEHQVS MHT—QRGDEVILEADSHIWMVLSGW 99

ARTAAI E‘C&EAGLFV'PSGTMGNLLAIMCHRRGPEELVGDLSH IFLYEQGC:MMQ lO 5

Halcbhacter ATAADAVERAAAVEVE SETMANQ I GAQVHT -ARGQ SVLVERASHSYRRGSGELAQHAGVY 18
Mloti WMWTGWTMILWWHTTW 109
Ceresent DRIRAALDADAQVRFTASGTAANAFALTLLAQPHEAVLAHEHAHICTDETGAPGFFGQGY 107
3 A A -
Scersvisae VVPVVPSNGDYLTI@TKSWDD GDIHGAPTRLISLENTLH--~-GIVYFLEELVRIK 169
Calbicans VHEVEPSNGNYLTFEDVLGNVIYDDDGD THAAPTEVISLENTLH--~GIIIFPIEEIRKIS 1659
Tmaritma PQPIDAAADGTLPLDRVAMK IKPDD-- - THFARTKLLSLENTHN---GKVLPREYLEEAW 153
Pseudomona POPIDGEADGS LHLDEVAAAIKADD -~ - FHEARTRLLALENTMQ~~-GEVLFLDYLAAAR 155
Vecholerae BQPIDNEPDGTLDFARLEAATRPDD---AHFARTELLSLENT IN---GEVLPLSYLAKAR 160
Ajandei LOPVEMOADGSLALADVRAATAPDD - —-VHF TPTRLVCLENTHN---GEVLPLEYLREME 155

Ecela PHPV'Q CENGAMDPDDVREEATRERN- —II'iPPRiSLIAIENTI-INRSGGRW’PLENIKEIC 155

I e DREVE- IWVRLAVERS ; cxis
Dmelanco IATLKNEQMTPSLQDIRRRIW— —CHEPITSLWQTWICGGKV\?PMFLDELA 162
Halobacter ARAFDGGETGCPTAEQVAAEITAGE- - ~GHREEVGLACVE TAHGANGEVVADVDAFAAAY 175
Mloti ELVQLPGEAGK ID IDALAANAMEMY - - —GDTHSVQPSSVSITQATEMESEVYALDETIRALS 166
Caoresent GLIGLPGMMW ALAQP———HVSYRQPMSLTTATEYMWI 163
* -
Scerevisae == ~LELHCDGAR TWHAAADSG- "WLKQY@IFDS ISICLSKSMEAPIG 220
Calbicans IRLHLDGARLWNASVATG—-ISIKEYCSYFDSVSLCLSKSLGARIG 220
Tmaritma LALHVDGARIFNAVVAYG--CELKEITQYCDSFTICLSKGLGTEVG 204
Pseudomona LALHLDGARLYNAAVELG—-VDASEITRHFDSVSVCLSEGLGAEVG 206
Vecholerae LOLHLDGARVYNAAVALD--VDVEELAQYFDSITVCLSKGLAAFVG 211
Ajandei LOLHLDGARLFHAVVASG-~-HTVRELVAPFDSVS ICLSEGLGAPVG 206

Ecoli

IMTDGA‘RI !'N.AS IASG— —VE"VKEYAGYADSMCLSKGLCAWG 2 06

gl y
Imelanco ALVRQPGVGTGNAR LALHMDGARVENAATALG- -VEVERICRDF 5 -VSICLSKGLEAPVGE 219

Halo =T ETAHE VEVHVDGTRVE SAATALG--VDAATLLSEFVDSVAVCLETGLGAEMG 226
Mloti HICRSAN-—-----, LPLHMDGARFANALVTLRCS PAEMTWEAGVDLVSFGATENGTEGVD 219
Coresent APVEAKG-=-~———— YGVHLDGARL FDLESTI? DILVMGGTRAGSTFTE 214
ik k-4 * -
Scerevisae SVLVGHLEFVERATHFREQOGGEIRQSEMMAR - -MALVHN INNDWKSQLLY SHSLAHELAE 278
Calbicans SVLVGDERF IRKANHFREQSGGG IRQAGIMSA--MATHAIDYN-LSKLELSHNYARQIGD 277
Tmaritma SLLVGNRDY IKRA IRWREMT GGEMRQSGILAA--AG IYALRENNVARLOEDHDNAA-MAEQ 261
Pseudomena SVLCGSVELIGKARRWREMVGGEMROACLLAA - -AGLYALDHOVARLADDHANAARLGDG 264
Vcholerae SLLLGSKDF LARARRWREMVGGEMROAGILAA--ACGKLALTEQVMOLETDHDHARHLALG 269
Ajandea SLLVGSHAF IARARRLRKMVGGEMROAGTILAQ-—AGLFALOOHVVRLADDHRRARQLAFG 264
Ecoli

Dmelanco SVLVGESHKAF I SEAHRLERALGGEMROVEVLAA--AGLVALDEVVPLLSEDHERTNETANA 277

Halobacter AVL SFVASARRVOEMY GEEMOOAGMVAA - -ACVCATFNR-HRVHEDHENARRLAFD 283
Mloti AVVSFRGDLAST IAFROFRAGOLS SKMRFMAAMDGY LEDGVWLENAVHANAMASALARG 279
Ceresent AVVFLNFDHARRLDARLFHAGQL I SKGRFLAAPWLGLLGENGQTAPWAARAAHANAMAQK 274
s T A i =
Figura 4.7. Multiplo alinhamento com diversas seqiiéncias de aminoacidos que codificam a

enzima treonina aldolase (EC.4.1.2.5.). Onde Scerevisae = Sacharomices cerevisae; Calbicans

Caulobacter crescentus; Tmaritma = Thermotogaa maritma; Pseudomona = Pseudomonas
aeruginosa;NVcholeraec = Vibrium cholerae; Ajandei = Aeromonas jandaei; Ecoli = Escherichia
coli; Bhalodur = Bacillus halodurans; Dradiodur; Deinococcus raiodurans ; Halobacter =
Halobacterium sp NRC-1; Mloti = Mesorhzobium loti ¢ Ccresent = Caulobacter crescentus.

Para indicar similaridade entre as seqiiéncias usou-se o » = quando todos os aminoacidos sdo

iguais e : = para semelhanga entre os diversos aminoacidos.
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sTH
BACSU (RBS03685) MKHLPAQDEQVENAT KNERERQOTKIEL IASENFV
ACTAC (223269) -—MFKKSMNIADYDEVLWOATENENRROEEHT ELTASENYE,
ECOLT (J01620) —mmmm e mm - MUK REMN TADY DAELWOAMED EKVROEEHT ELTASEN YT
BRATA (¥54638)  —— MISAKTASAP~-DSFFTASLDOADPET AAR TKGELGRORHEVELIASEN TV
* * * R e o ke ke
———————— ~~THKYAEGYPGKRY YGETAVIDVVETLAT ERAKKL FGAKFANVOP

SEAVMEAQGSVLINKYAEGY FGKRY YGGCEHVIVVED TARDRAKET FGARHVNVOP
SPRVMOAQGSOFTNRYAEGYPGKRY YGECEYADTVEQLAT ERAKEL FEADYVNVOP
SPRVMOAQGSLINKYARG Y PGHRY YGECEYVDIVEQLAT DRAKEL FGADYANVOP
SRAVLEAQGSVMINKYAEGYPGALY YGGECEWVDVAENLAL DRAKKL FGAGERNVOP

ok kEk Rk hdkkdk kb ke . L e ek

HSGSOANARVYMSLIQFGDTVMEMDLS AGGHL THEAR VS FSGRTYNEVS YNVIDKES
HSGAQANMAVY FTILEQGDTVLGNLSHGGHLTHGSPVNFSGVQYNFVEYGVDKET
HSGSOANARYMELLNPGDT I LEMSLAHGGHLTHGAS VS FSGEIYHAEQYGI TDEG
HSGSQANFAVY TALLEPGDTVLEGYMNLAHGGHLTHGSFVNFSGKLYNIVEFYGIDATG
NSGSOMNCAV FLALLOPGDTFMGLILAAGGHLTHGS PVNMSGEWFKARHY TVRRED

wk ok ok ke dkdk Ak kdkhkkdkd ok +*

ELLDYDAILAQAKEVRPKLIVAGASAYSRI IDFAKFRETADAVGAY LMVIMAHIAG
QYIDYDDVREKALAHFPRLIVAGASAY PRTIDFKKEFRETADEVGRY FMVIMAHTAG
=LIDYDALRKQAHDVKPKMIVEGEESAY SOVVIMKKMPELADEVGAY LEVIMAHVAG
~HIDYADLEKQAKEHKPFMI IGGEFSAYSGVV IMAKMRE TADS IGAYLEVOMAHVAG
QI IDMDAVOKAEEI KPKLIVAGESAY SRAWDFKRFREIADSVGRY LLVIMAHFAG

* dE h * ok * dkhkd  kkd hkskd ke

LVASGHHPSFVEYAHVTTTTTT

LVARGLHPNEVE YADFVTTTTHRILRGP RGGMILCREEFGK-K-——-TDKSIFPGL
LVARGIYPNPLPYAHVVT TTTHKTLGEP RGGLILSSC~~GDEET Y KKLNSAVEPAG
LVAAGVYPNPVPHAHVVTTTTHKTLAGP RGGLILAKG--GSEELY KKLNSAVEE GG
LVAGEHASPVE Y AHVT T TTTHESLRGE RGGLILSNDE-—~-TLAKKLNSATFPGL

EE T *ok ok dhkdkddk o+ okkkdkd b & ke

QEGPIMHVIAAKAVS FGEVLODDFKTY AQNVISNAKRLAEALTEEGIQLYSGGETDN
QGGPLVHILARKAVC FKEALEPEY KVY QONVLENAKAMYEV FKORCYKVVSNGTEN
QGGPLMHV LAGKAVALKEAME FEFKTYQOOVARNAKAMVEVFLERGY KVVSGETDN
QEGELMHVI ARKAVAFGEALRPDERVY AKNVVENAKALAEAMKSHGFDTVSGETDN

dkkkk ok kE kkd * * W * EEE * *d kd

HLILVDLRSLGLTGKVAEHVLDEI GITSNENATPYDPEKE FVT SGI RLGTARVTSE
HLFLVDLVSHGLTGKAADAALGKAN ITVNKNSVENDPOKP FITSGIRVETESVTRR
HLFLVOLVDKNL TGKEADAALGRANI TVNENSVENDPKSPEVISGIRVGTEAITRR
HLMLVDLREKGL KGNV SEKALVRARITCNENGIFFDPERP FVT SGLRLGTPAATTR

ok EkE R * ok * dd ko * Ak dk kkdk ok *
GFDECALEEVGAT IALALKNHE----—DEGKLEEARCEVAALTDKFPLYREL—
GEFNEADVEELAGWMCDVLDAT GKDN---EAEV TADTKDKVLATCKRLEVYA———
GFKEAPAKELAGWMCDVLLS IN-—-—— DEARVIERIKGKVLDICARYPVYA===——
GFGVAEFQVGEEMIAEVLNAT AOS DDGKAPTVERRTKERVEALTDRFEIYQ————
%k

Figura 4.8. Alinhamento multiplo com cinco diferentes seqii€ncias de aminoacidos de

GlyA. Onde STH = S. thermophilus, seqiiéncia parcial (com 178 aminoacidos); BACSU
Bacillus subtilis; ACTAC = Actinobacillus actinomycetemcomitans; BRAJA

Bradyrhizobium japonicum e ECOLL = Escherichia coli; * =

indicam aminoécidos

conservados entre todas as seqiiéncias e as seqiiéncia usadas para desenhar os

oligonucleotideos degenerados para obter o fragmento interno do gene gly4 de S.

thermophilus estdo destacados em cinza.
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Figura 4.9. Seqiiéncia parcial do gene glyA de S. thermophilus com 1000pb da regido inicial.

As flechas vermelhas destacam os sitios onde as enzimas £coRI e Hindlll cortaram este gene.

Figura 4.10. Gene glyA de S. thermophilus B130. Seqiiéncia com 1250 pares de bases

nitrogenadas (416 aminoacidos) - uma ORF (Open Reading Frame - janela aberta de leitura). Os
caracteres em vermelho destacam uma possivel RBS (Ribossome Binding Site): AAAGGAG;

codon de iniciagdo (metionina): ATG e o coddon de terminagdo: TAA.
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4.5. Interrupgao do gene glyA

Com a finalidade de se estudar a fun¢éo do gene glyA4, o fragmento interno de 505 bp

foi inserido em pGEM®—T para seqiienciamento e, subseqiientemente, este fragmento foi

inserido no vetor pG'host9, originando o plasmideo pNZ2310 (Figura 4.11). Esse

plasmideo foi purificado e as linhagens NIZOB130 e AOS54 de S. thermophilus foram

transformadas, por meio de eletroporacdo, com esta constru¢do. A interrup¢do deste gene

resultou nas seguintes linhagens mutantes B130Dgly4d e AO54Dgly4 e foi realizada

conforme descrito a seguir:

v

As linhagens de S. thermophilus contendo este plasmideo foram cultivadas em meio

SM17 suplementado com o antibiotico Eri, a 28°C por 16h;

Apos este periodo de incubagdo, elas foram diluidas 100 vezes em SMI17 sem
antibiotico e novamente incubadas a 28°C por cerca de 2h (atingindo, assim, a fase

logaritmica de crescimento);

As linhagens foram, entdo, transferidas a temperatura de 42°C, onde foram cultivadas
por trés horas, tempo necessdrio para ocorrer de 6 a 9 geragdes. O aumento de
temperatura induziu a integragdo do plasmideo no cromossomo e reduziu o nimero de
copias por célula;

Diferentes diluicdes destas culturas foram plaqueadas em meio seletivo dgar de

SM17, suplementado com Eri e incubadas a 42°C;

Os clones apareceram como coldnias resistentes a eritromicina, apos um periodo de

incubagdo de 48h.
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Para a confirmac¢do da integra¢do do plasmideo pNZ2310 no correto locus do gene
glyA nas linhagens B130DglyA e AO54DglyA, foi realizada uma hibridiza¢do pela técnica
Southern Blot, na qual utilizou-se o como sonda o fragmento interno de 505pb do gene
glyA marcado com o sistema Digoxigenina. (Figura 4.12). Nesta hibridizagdo, o DNA
cromossomico das linhagens NIZOB130, AO54, B130DglyA e AOS54DglyA de S

thermophilus, foi digerido com a enzima de restrigdo EcoRI e hibridizado com a sonda.

Na Figura 4.12 observa-se que a banda de hibridizagdo nas linhagens mutantes
B130DglyA e AO54DglyA encontrava-se numa posi¢do superior = 9 kb (fragmento de +
5kb + 4.5 kb do plasmideo pNZ2310) em relagéio a das linhagens selvagens (+ 5 kb) devido
a integra¢do do plasmideo pNZ2310 (tamanho 4,5 kb) ocorrida no l6cus do gene glyA no

Cromossomao.
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Ecod7-3

Figura 4.11. Plasmideo pNZ2310 derivado do vetor pG'host9 (Maguin et al., 1996),
contendo o fragmento interno de 505pb do gene glyA de S. thermophilus (destacado em
vermelho). Este plasmideo foi construido para promover a interrupgdo do gene gly4 nas
linhagens NIZOB130 e AO54 de S. thermophilus. Neste vetor existem indicagdes para ery

= gene de resisténcia ao antibidtico eritromicina e Ts = replicon termossensivel.
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Figura 4.12. A autoradiografia mostra o resultado de hibridiza¢do pela técnica
Southern Blot. O DNA das linhagens NIZOB103, AO54, B130DglyA e
AO54DglyA foi hibridizado com sonda marcada com fragmento de 505pb do
gene glyA. Os retangulos azuis destacam o local onde ocorreu a hibridizagdo
com a sonda marcada.

1= controle positivo, o fragmento de 505 bp do gene glyA de S. thermophilus N1IZOB130

2 = fragmento de DNA da linhagem selvagem NIZOB130 com ~ 5kb

3 = fragmento de DNA do mutante B130DglyA com ~ 9kb

4 = fragmento de DNA da linhagem selvagem AO54 com ~ 5kb
5 = fragmento de DNA do mutante AO54DglyA com ~ 9kb
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As linhagens B130Dgly4, AO54Dgly4, NIZOB130 e AOS54 foram cultivadas em

meio LM17 para sua caracterizagdo. A interrup¢do do gene glyA de S. thermophilus afetou:

v O crescimento microbiano sendo observada uma acentuada redu¢do na taxa de
crescimento (aproximadamente seis vezes), em comparagdo as linhagens selvagens:

A produgio de acetaldeido (ndo sendo possivel detectar);

A atividade TA (ndo sendo possivel detectar);

A capacidade de acidificacdo;

N % &%

A produgdo de acido folico.

Para restaurar o crescimento normal destes mutantes, tentou-se a suplementagdo do
meio de crescimento com glicina, pois, segundo Contestabile er al. (2001), a principal
fungdo da enzima treonina aldolase € a produgdo de glicina; e, porque, mutagdes no gene
glyA de E. coli, S. typhimurium e Bradyhizobium japonicum levaram a auxotrofia de glicina
nestes microrganismos (Rossbach & Hennecke, 1991; Umbarger e/ al., 1963).

Apesar do meio LM17 ja ser rico em aminoacidos, contendo cerca de 930mg/L de
glicina (calculo realizado com base no contetido de glicina de cada um dos ingredientes
presentes neste meio, de acordo com informagdes dos fabricantes), esse meio foi ainda,
suplementado com mais 20 ppm ¢ 100 ppm de glicina, porém, nem assim, foi possivel
restaurar o crescimento normal destes mutantes (Figura 4.13).

A interrupgio do gene glyA também interferiu na capacidade de acidifica¢do
(producdo de acido lactico) destas linhagens, sendo o seu pH final em torno de 5.2
enquanto as linhagens selvagens atingiram pH =4.5.

Uma possivel explicagdo para as linhagens B130DglyA e AO54DglyA ndo serem
capazes de produzir acetaldeido durante a fermentagdo pode estar relacionada com o seu
alto pH final; uma vez que, durante a fermentagdo, o acetaldeido s6 comega a ser produzido
quando o pH do meio se encontra ao redor de 5 ¢ a sua produgdo ocorre em taxas elevadas

quando o pH encontra-se entre 5,0 e 4,3 (Bottazzi et al., 1973).

95



Resultados & Discussio

A produgdo de acido folico também foi afetada pela interrup¢do do gene glyA, sendo
superior a observada nas linhagens selvagens; no mutante B130Dg/yA o aumento foi de

53% e no AO54DglyA de 73%.

Sugere-se que as alteragdes observadas com relagdo ao crescimento e a produgdo de
dcido folico destes mutantes possam estar relacionadas com a interferéncia no
metabolismo de acido folico, uma vez que a enzima SHMT é essencial a regeneragiio do
composto tetrahidrofolato (THF), a partir da sua forma metilada (5.10-metileno

tetrahidrofolato).

+—>

Serina + THF Glicina + 5,10-metileno tetrahidrofolato (MTHF)

O papel central do THF ¢ de transportador de uma unidade de carbono(C;) no nivel
de oxidag@o do formaldeido. A unidade de formaldeido é usada na biossintese de diversos
compostos tais como purinas, serina e glicina. O derivado de THF que atua como
coenzima é o 5,10-metileno-THF. O composto 5,10-metileno-THF, na presen¢a de
piridoxal-fosfato, de glicina e da enzima SHMT forma serina. E interessante notar que, ndo
apenas um, mas dois derivados de importantes vitaminas, o acido folico e o piridoxal-
fosfato, sdo cofatores necessérios para utilizago do formaldeido na formagio de serina

(Conn & Stumpf, 1987).

Devido a importéncia da serina hidroximetil transferase, parece razodvel supor que,
interferindo na atividade desta enzima ocorra um distirbio em diferentes reagdes
metabolicas, afetando diversas fungdes celulares, tais como o crescimento e a produgdo de

acido folico.
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Figura 4.13. Crescimento microbiano avaliado pela determinagdo da densidade optica
(D.O. = 600nm) e pH das linhagens B130Dgly4, AO54Dglyd, NIZOB130 e AO54

cultivadas em meio LM17 com e sem suplementag¢@o com 20 e 100 ppm de glicina
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Com o objetivo de complementar as linhagens B130DglyA e AOS54DglyA dois
plasmideos foram construidos: (1) plasmideo pACC2St (Figura 4.14), contendo o gene
glyA de S. thermophilus sob controle do promotor da enzima lactato desidrogenase (Ldh)
no plasmideo pACCI e (2) pACC5 (Figura 4.15), com gene gly4 de S. thermophilus no
vetor pJIM2246.

Apesar das inimeras tentativas realizadas, a complementagio das linhagens
B130DglyA e AO54DglyA ndo foi possivel; para explicar este resultado duas hipoteses
foram levantadas. No caso do plasmideo pACC2St, a complementagio pode ndo ter
ocorrido, porque sdo possiveis diversos tipos de integragdo entre o plasmideo contendo o
gene glyd e o vetor pGhost9, uma vez que, estas duas construgdes possuem regides
semelhantes. A segunda hipotese, sugerida por Anba (Comunicagdo pessoal, 2001), postula
que, no caso especifico de S thermophilus, é muito dificil transformar um segundo
plasmideo, entdo, provavelmente o fato do plasmideo pNZ2310 estar integrado no
cromossomo impediu ou dificultou a transformagdo das linhagens B130Dgh4 e
AO54DglyA com um segundo plasmideo.
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Figura 4.14. Plasmideo pACC2St derivado do pACCI1, construido para a complementagao.
Com o gene glyd de S. thermophilus sob controle do promotor da enzima lactato
desidrogenase (Ppq4n). Com indicagdes: repA = origem de replicagéo; repC = repressor, cm=

gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol, T terminador de transcrigdo.

Figura 4.15. Mapa do plasmideo pACCS5, derivado do pJIM2246, construido para
promover a complementagdo. Com as seguintes indicages: glyA = gene gly4d de S.
thermophilus; Eri = gene de resisténcia ao antibiotico eritromicina, genes de origens de

replicagdo repD, repE, repF, repG e repC = repressor e em azul colE1 = promotor.
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Frente as dificuldades observadas na complementagdo das linhagens B130Dgly4 e
AOS54DglyA, optou-se por tentar, em S. thermophilus, uma recombina¢do homoéloga dupla
(Double cross-over), procedimento este que visou promover a retirada do gene gly4 do
genoma desta bactéria. Esta seria uma alternativa que facilitaria ou possibilitaria a
complementa¢do, uma vez que, deste modo, ndo existiriam partes de um outro vetor
integrado ao cromossomo, que no caso especifico de S. thermophilus pode ocasionar
problemas. Partes do gene glyA da linhagem B130 de S. thermophilus foram ligadas ao
vetor pORI280, originando o plasmideo pACC10 (Figura 4.16).

Células competentes de S. thermophilus foram transformadas com esta construgdo e
foi possivel realizar o primeiro evento de integragdo (single cross-over) do plasmideo
pACCI10 em um dos lados do gene glyd no cromossomo de S. thermophilus, em trés
diferentes linhagens, denominadas SCO1, SCO2 e SCO3. Estes mutantes foram cultivados
por volta de 200 geragdes sem o antibidtico, 0 que deveria resultar no segundo evento de
recombina¢do (double cross-over), culminando na eliminacdo do vetor pORI280,
juntamente com o gene glyA, ou ainda na reversdo a linhagem selvagem. Apds a diluig@o e
plaqueamento, as colonias que cresceram somente nas placas de agar LM17 sem antibiotico
e ndo cresceram na presen¢a de eritromicina (cerca de 1%) foram avaliadas por PCR e por
meio de crescimento em meio liquido (sabia-se que as linhagens com interrup¢do do gene
glyA cresciam lentamente). Todas as col6nias avaliadas haviam revertido ao tipo selvagem,
apesar de crescerem lentamente, na mesma velocidade que os mutantes B130Dgly4 e

AO54DglyA.

Uma possivel explicagdo para a impossibilidade de retirar o gene g/lyA do genoma de
S. thermophilus foi levantada, analisando-se a organizagdo em torno do gene glyA.
Inicialmente, a organizagdo foi comparada com os microrganismos Streptococcus pyogenes
e L. lactis (Figura 4.17), e em seguida por meio de um programa (Snel et al., 2000) que
verifica a organiza¢do em torno de um determinado gene. Observou-se que a organizagio
em torno do gene glyA ¢ altamente conservada, entre diferentes organismos o que leva a
crer que este gene deva fazer parte de um grupo de genes interligados (cluster) sendo,
portanto, regulado de maneira complexa e a interrup¢io de um do gene glyA neste cluster
poderia interferir na regulagdo dos outros genes interligados, o que poderia constituir em

uma possivel explica¢do para os resultados obtidos.
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Van91l

Bell

Figura 4.16. Plasmideo pACC10 derivado do pORI280 (Leenhouts er al., 1996) construido
para promover a recombinagdo homéloga dupla. Com as seguintes indicagdes para os genes
glyA = dois fragmentos com partes do gene glyA de S. thermophilus; lacZ = operon lac; Eri
= gene de resisténcia ao antibiético eritromicina; T = terminador de transcri¢gdo, ORI+ =

origem de replicagdo, p32 = promotor de Lactococcus.
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Figura 4.17. Organizacdo dos genes em torno do gene glyd em trés diferentes

oxidasae
Protoporphyrinogen

microrganismos S. thermophilus, Streptococcus pyogenes e Lactococcus lactis.
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4.6. Construcio de linhagens com superexpressiao do gene giyA

Com a finalidade de se promover a superexpressio do gene glyA4, visando o
aumento da produgdo de acetaldeido, o gene gly4d da linhagem NIZOB130 de S.
thermophilus foi clonado sob o controle de diferentes promotores, em diferentes
plasmideos. Conhecendo-se a seqiiéncia do gene glyA de S. thermophilus foram utilizados

diversos oligonucleotideos para amplificar diferentes fragmentos contendo o gene glyA.

v' Um fragmento com 1800pb, contendo o gene glyA e caso exista, a regido promotora
deste gene também seria amplificada, pois estaria contida nestes 600pb acima do
inicio do gene glyd. Procedimento realizado segundo recomenda¢do de M.
Kleerebezem —NIZO Food Research (comunicagg@o pessoal, 2000). Este fragmento foi
inserido no vetor pNZ273 originando, respectivamente, o plasmideos pACC6 (Figura
4.18).

v' Fragmentos de DNA amplificados por PCR com aproximadamente 1,2kb contendo o
gene glyA completo foram inseridos no vetor pNZ275 resultando no plasmideo
pACCS8 (Figura 4.19) e no vetor pNZ276, resultando no plasmideo pACC9 (Figura
4.20).
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Figura 4.18. Plasmideo pACC6, derivado do vetor pNZ273, para promover a expressdo do
gene glyA com seu proprio promotor. Contém indicagdes dos genes repA = origem de

replicagdo; repC = repressor; cm= gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol.

Figura 4.19. Plasmideo pACCS8, derivado do vetor pNZ275, para promover a

superexpressio do gene gly4 sob controle do Pyspss = promotor da enzima o-amilase.

Figura 4.20. Plasmideo pACC9, derivado do vetor pNZ276, para promover a
superexpressio do gene glyA. Em azul encontra-se destacado o promotor Ppaca € lacR =

gene do operon lac. 109
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As linhagens de S. thermophilus NIZOB130 e AO54 foram transformadas por meio
de electroporagio com os plasmideos: pACC2St, pACC7 e pACCY, resultando nas
linhagens mutantes descritas a seguir. StBCC2 (S. thermophilus B130 contendo pACC2St),
StACC2 (S. thermophilus AO54 contendo pACC2St), StBCC7 (S. thermophilus B130
contendo pACC7), StACC7 (S. thermophilus AO54 contendo pACC7), StBCCY (S.
thermophilus B130 contendo pACC9) e StACC9 (S. thermophilus AO54 contendo
pACC9).

As diversas linhagens foram, entdio, cultivadas em LMI7. Observou-se que nas
linhagens StBCC2, StACC2 ndo houve aumento significativo na atividade TA, enquanto
nas StBCCY, StACCY, StBCC7 e StACC7 foi constatada atividade TA superior a das
linhagens selvagens, sendo as maiores observadas nas linhagens StBCC9 e StACC9Y (Figura
4.21).

Ap6s cultivo em meio LM17 das linhagens NIZOB130, AO54, StBCCY e StACC9
foi observado que as linhagens mutantes StBCC9 e StACC9, apresentaram:

= Crescimento microbiano (Figura 4.22) e comportamento acidificante (Figura

4.23) similares;

= Aumento significativo na produgdio de acetaldeido em relagdo as linhagens

selvagens (Figura 4.24); sendo de 82% na linhagem StBCC9 e 91% na StACC9;

= Aumento na atividade enzimatica de TA (Figura 4.25) de 61% para StBCC9 e de
70% para StACC9;

= Aumento na produgdo de acido folico, de 20% para StBCC9 e de 100% para
StACC9 (Figura 4.26).
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Subseqiientemente, as linhagens AO54 e StACC9 foram cultivas em leite, e no
mutante StACC9 foi observado um aumento de 21% na produgfo de acetaldeido e de 58%
na produgdo de acido folico. Pelo fato da linhagem StACC9 nédo crescer bem em leite, este
foi suplementado com 0,2% de um hidrolisado de caseina (Bacto® casitone, Difco), com o
objetivo de fornecer aminoacidos para melhorar o crescimento.

Essa suplementagdo, além de possibilitar o crescimento normal deste mutante,
também elevou o teor de acetaldeido tanto na linhagem selvagem quanto no mutante devido
ao aumento da concentrag¢do treonina (entre outros aminoacidos) no meio de crescimento.

O crescimento microbiano e comportamento acidificante das linhagens AO54 e StACC9,

ap0s a adigdo do hidrolisado de caseina foram similares.
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Figura 4.21. Comparagdo da atividade TA entre as linhagens de S. thermophilus B130,
AO54, StACC7, StACC9, StBCC7 e StBCCY. Nas colunas em vermelho esta destacado o

aumento da atividade TA ocorrido em cada construgdo em relagdo a linhagem parental.
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Figura 4.22. Crescimento microbiano (log de UFC/mL) meio em LMI17 das linhagens
NIZOB130. AO54. StBCC9 e StACC9.
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Figura 4.23. Curva de pH durante crescimento em LLM17 das linhagens NIZOB130,
AO54, StBCCY e StACCH.
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Figura 4.24. Comparagdo da produgdo de acetaldeido em diferentes linhagens de S.
thermophilus NIZOB130, AO54, StBCC9, StACC9 (linhagens com superexpressdo do
gene glyd), B130DglyA e AO54Dgly4 (linhagens com interrupgdo do gene gly4).
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Figura 4.25. Comparagio da atividade de treonina aldolase em diferentes linhagens de
S. thermophilus N1IZOB130, AO54, StBCC9, StACC9 (linhagens com superexpressao
do gene glyAd), B130Dgly4 e AO54DglyA (linhagens com interrup¢do do gene ghyA).
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Figura 4.26. Comparagdo da produgdo de acido folico em diferentes linhagens de S.
thermophilus NIZOB130, AO54, StBCC9, StACC9 (linhagens com superexpresséo do
gene glyA), B130Dgly4 e AO54DglyA (linhagens com interrupgdo do gene glyA4).
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4.6.1. Superexpressio de genes glyA no Sistema NICE SYSTEM ®

Os genes glyA provenientes de S. thermophilus, Bacillus subtilis e de L. lactis foram
clonados sob controle do promotor da nisina no vetor pNZ8148 (NIZO Food Research),
originando, respectivamente, os plasmideos pACC4 (Figura 4.27), pACC3 (Figura 4.28) e
pACC11 (Figura 4.29). A linhagem NZ9000 de L. lactis foi transformada com estes
plasmideos gerando, respectivamente, as linhagens mutantes denominadas StglyACC3,
BsglyACC3 e LitglyACC3.

Apés a indugdo com diferentes teores de nisina, foram preparados os exiratos
enziméaticos nos quais verificou-se um aumento da expressao do gene glyA4 por meio de: (1)
avaliagio da atividade enzimatica da SHMT de duas maneiras distintas, por meio da
atividade treonina aldolase (somente para o caso do gene gly4 de S. thermophilus) e da
atividade da SHMT (conversdo de serina em glicina) e (2) aplicagdo desses extratos em géis
de poliacrilamida (SDS-PAGE), com a finalidade de visualizar o aumento na producdo da
enzima SHMT.

A superprodugo da enzima SHMT proveniente de S. thermophilus, B. subtilis ¢ L.
lactis foi visualizada pelo claro aumento da banda com tamanho correspondente ao desta
enzima em todos os casos (Peso molecular da SHMT = * 46 kDa, valor estimado da
seguinte forma, numero de aminoécidos da proteina multiplicado por 110; no caso de S.

thermophilus: 416aa X 110 = 45,6 kDa = + 46 kDa.).

Quando o mutante StglyACC3 foi induzido com 3ng/mL de nisina, foi observado um
aumento de 50% na atividade TA e de 3.5 vezes na atividade da SHMT (Figura 4.30).

Neste caso, também foi observado aumento na produgdo de acido folico.

A concentracdo de nisina utilizada na indugio do gene gly4 na linhagem LltglyACC3
foi diretamente proporcional ao aumento verificado na atividade da SHMT (Figura 4.31) e
na produgdo de acido folico (Figura 4.32). Esses resultados confiram a superexpressdo do
gene glyA de L. lactis no NICE SYSTEM, a Figura 433, ilustra essa superexpressio assim

como também a superprodugdo da enzima SHMT.
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Sumarizando os resultados obtidos ao longo deste trabalho, o gene glyd de S.
thermophilus B130 foi isolado, seqiienciado e clonado em S. thermophilus e L. lactis. A
inativagdo deste gene em S. thermophilus resultou em acentuada redugio da atividade TA,
assim como também na perda completa da capacidade de producio de acetaldeido durante a
fermentagdo. Nas linhagens de S. thermophilus, com aumento da expressdo do gene glyA4,

observou-se incremento na atividade TA, na produgio de acetaldeido e de acido folico.

Para a obtenc@o de tais mutantes, foram utilizadas diferentes ferramentas da biologia
molecular, com o objetivo de se elucidar a produgdo de acetaldeido através do aminoacido
treonina pela via da serina hidroximetil transferase. Os conhecimentos obtidos ao longo
deste trabalho podem contribuir para melhorar as caracteristicas tecnolégicas de linhagens
de S. thermophilus, visando atender as necessidades das industrias licteas para a produgio
de leites fermentados e/ou iogurtes, com quantidades constantes de acetaldeido, garantindo,
desta forma, o aroma caracteristico desses produtos. Como conseqiiéncia da engenharia
metabolica da enzima SHMT em S. thermophilus (visando aumentar a producdo de
acetaldeido), ocorreu aumento da produgéio de 4cido folico, com conseqiiente incremento

no valor nutricional deste leite fermentado.

Para que os conhecimentos adquiridos com este estudo possam reverter em beneficios
para a industria alimenticia, o gene glyd de S. thermophilus, que foi devidamente
caracterizado e avaliado deve ser clonado em um vetor de grau alimenticio (Food grade,
sem o gene de resisténcia ao antibiotico e contendo somente seqiiéncias de DNA
proveniente de bactérias lacticas), permitindo deste modo 2 anélise sensorial deste produto.
Este gene também poderia ser clonado em outros microrganismos, com o objetivo de

aumentar o contetudo de acetaldeido e/ou acido blico.
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Figura 4.27. Plasmideo pACC4, derivado do vetor pNZ8148 (NIZO Food Research) e
construido para promover a superexpressdo do gene gly4 de S. thermophilus B130 sob

controle do Pyis, em L. lactis NZ9000.

Figura 4.28. Plasmideo pACC3, derivado do vetor pNZ8148 (NIZO Food Research) e
construido para promover a superexpressdo do gene glyAd de B. subtilis sob controle do

Puis. em L. lactis NZ9000.

Figura 4.29. Plasmideo pACC11, derivado do vetor pNZ8148 (NIZO Food Research) e
construido para promover a superexpressdo do gene glyd de L.lactis MG1363 sob
controle do Pyis, em L.lactis NZ9000.

Observagio: Como todos a unica diferenga entre os plasmideos pACC3, pACC4 e
pACCI11 € o gene glyAd, somente um deles foi representado. Todos eles tém em comum as
indicagdes dos genes:

repA = origem de replicacdo; repC = repressor; cm = gene de resisténcia ao antibiotico

cloranfenicol, T = terminador de transcri¢éo e em azul o Py;s = promotor da nisina.
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Marcador Niveis de induc¢do com Nisina

BenchMark Ong/ml 0.1mg/ml 0.6ng/ml  3ng/ml
KDa

90
80
70
60
50

40

Niveis de indu¢io com Nisina (ng/ml)

0 0.1 0.6 3
(1) Atividade TA (Unidades) 33.0 34.1 40.9 50.7
(2) Atividade SHMT (Unidades) 0.02 0.024 0.03 0.07

Figura 4.30. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostrando a superprodugdo da enzima
SHMT em L. lactis NZ9000 contendo o gene gly4 de S. thermophilus B130 sob controle do
promotor da nisina.

E determinacio da atividade enzimatica nos diversos niveis de indugdo por meio de duas
metodologias: (1) atividade TA = converséo de treonina em glicina ¢ acetaldeido

(2) atividade SHMT = conversdo de serina em glicina.
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Figura 4.31. Atividade da serina hidroximetil transferase da linhagem LltglyACC3 nos

diferentes niveis de indu¢do com nisina.
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Figura 4.32. Produgédo de acido folico nos diferentes niveis de indugdo com nisina pela

linhagem LltglyACC3.
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Figura 4.34. Ilustragdo do gene gly4 no NICE SYSTEM (NIZO Food Research), sob o

controle do Pyis com superproducéo da enzima SHMT.
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5. CONCLUSOES

I. O aminoacido L-treonina estd envolvido no processo de regulagcdo da enzima serina

hidroximetil transferase em S. thermophilus e induz a produgio de acetaldeido.

2. Existe uma relagdo direta entre a produggo de acetaldeido e a atividade TA (treonina

aldolase) da enzima serina hidroximetil transferase (SHMT).

3. Em S. thermophilus, o gene ItaE, que codifica a enzima treonina aldolase
(EC.4.1.2.5.) ndo existe ou ele difere muito dos genes seqiienciados que codificam

as enzimas treonina aldolase disponiveis nos bancos gendmicos.

4. O gene glyA da linhagem NIZOBI130 de S. thermophilus, que codifica a enzima
SHMT foi amplificado e seqiienciado.

5. A interrup¢do do gene glyA4 resultou na supressdo da produ¢io de acetaldeido, em

uma acentuada redugdo na taxa de crescimento e na produgdo de acido lactico.

6. A superexpressdo do gene glyA em S. thermophilus resultou em aumento na

produgdo de acetaldeido e de acido folico em meio LM17 e em leite.

7. Nas linhagens mutantes (com interrup¢do e superexpressio do gene glyA), a
produgdo de 4cido folico foi afetada sendo, em ambos os casos, superior a das
selvagens. Esses resultados evidenciam o envolvimento da enzima SHMT no

metabolismo de acido folico.

8. A superexpressdo do gene glyA proveniente de S. thermophilus e de L. lactis sob o
controle do promotor da nisina resultou na superprodug¢do da enzima SHMT

aumentado, também a produgédo de acido folico.

9. A enzima SHMT de S. thermophilus apresenta, entre outras fungdes, também a
atividade caracteristica da enzima treonina aldolase, realizando a conversido
reversivel da treonina em glicina e acetaldeido. Estabelecendo-se, assim, a
importancia dessa enzima na formagdo de acetaldeido durante o processo de

fermentacao.
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Conclusdes

10. A elucidagdo desta via metabolica podera contribuir para controlar e/ou aumentar a
producdio de acetaldeido e de acido folico por S. thermophilus em leites

fermentados.
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ANEXO X

MAPAS DOS PLASMIDEOS UTILIZADOS NAS CONSTRUCOES



ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.1. Mapa do vetor comercial pGEM®-T (Promega) que foi utilizado para clonagem
direta de produtos de PCR para sequenciamento. Neste vetor existem indicagdes dos genes:
lacZ, Amp" = o gene de resisténcia ao antibiético ampicilina, f1 = regifo de fago e ori =
origem de replicagio. Existe também um multiplo sitio para clonagens com diversas

enzimas de restrigao.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.2. Mapa do plasmideo pG'host9 (Maguin et al, 1996) foi utilizado para
interrupgdo do gene glyd em S. thermophilus. Neste vetor existem indicagdes para ery =
gene de resisténcia ao antibidtico eritromicina, Ts = replicon termossensivel ¢ um miltiplo

sitio para clonagem com diferentes enzimas de restrigéo.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.3. Mapa do plasmideo pORI280 (Leenhouts er al., 1996) com as seguintes
indicagdes para os genes lacZ , Eri' = gene de resisténcia ao antibiético eritromicina, T =
terminador de transcricdo, ORI+ = origem de replicagdo, p32 = promotor de Lactococcus
também ativo em E. coli e em B. subtilis e um sitio multiplo para clonagem com diferentes

enzimas de restri¢do.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.4. Mapa do plasmideo pUCI19 (Sambrook et al., 1989) com as seguintes
indicacdes para os genes lacZ , lacl, amp' = gene de resisténcia ao antibiético ampicilina,
ori = origem de replicac@o, Pj,c = promotor de Lac e Polycloning site = sitio multiplo para

clonagem com diferentes enzimas de restri¢do.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.5. Mapa do vetor pNZ8148 (NIZO Food Research) com indicagoes dos genes

repA = origem de replicagdo; repC= repressor; cm = gene de resisténcia ao antibiotico

cloranfenicol, flecha = T = terminador de transcrigdo, Pyjs = promotor da nisina e um sitio

multiplo de clonagem com diversas enzimas de restrigéo.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.6. Mapa do plasmideo pACC1 obtido a partir do vetor pNZ8148 (NIZO Food
Research) com indicagdes dos genes: repA = origem de replicagéo, repC = repressor, cm' =
gene de resisténcia ao antibiotico cloranfenicol, T = terminador de transcrigdo, Prgn =
promotor do gene lactato desidrogenase e um sitio miltiplo de clonagem com diversas

enzimas de restri¢do.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos

PJIM2246
6423 bps

Figura 3.7. Mapa do vetor pJIM2246 com indicagdes dos genes de origens de replicagdo
repD, repE, repF, repG e repC = repressor; cm'= gene de resisténcia ao antibidtico
cloranfenicol; colE1 = promotor e um sitio multiplo para clonagem com diferentes enzimas

de restrigdo.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos

4676 bps

it Hindill
t 1Aval

1 Xhol
Sapl

Figura 3.8. Mapa do vetor pNZ273 (NIZO Food Research) sem promotor para expressao
de gene com promotor. Contém indicagdes dos genes repA = origem de replicagdo; repC =
repressor; cm' = gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol; Gene = local para
clonagem do gene a ser expresso e dois sitios multiplos de clonagem com diversas enzimas

de restrigdo.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.9. Mapa do vetor pNZ275 (NIZO Food Research) para superexpressido do gene de
interesse (Gene = local para clonar o gene para superexpressdo). Contém indicagdes dos
genes repA = origem de replicagdo; repC= repressor; cm = gene de resisténcia ao
antibi6tico cloranfenicol. Pyspss = promotor da enzima a-amilase e dois sitios multiplos de

clonagem com diferentes enzimas de restri¢ao.
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ANEXO 1 - Figuras do capitulo Material & Métodos
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Figura 3.10. Mapa do vetor pNZ276 (NIZO Food Research) para superexpresséo do gene
de interesse (Gene = local para clonar o gene para superexpressdo). Contém indicagdes dos
genes repA = origem de replicagdo; repC = repressor; cm = gene de resisténcia ao
antibiotico cloranfenicol e lacR = gene do operon lac. Pj,ca = promotor e dois sitios

multiplos de clonagem com diferentes enzimas de restrigdo.
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Metabolic engineering of acetaldehyde production by Streptococcus thermophilus

CHAVES, A.C.S.D. *; FERNANDES, M. '¥; LERAYER, A.L.S.’;
MIERAU, I.'; KLEEREBEZEM, M.' & HUGENHOLTZ, J." *

NIZO food research Postbus 20 - Kernhemseweg 2, 6710 BA - EDE - The Netherlands
' NIZO food research and Wageningen Center for Food Science (WCFS) - The Netherlands
2 UNIC AMP (Stated University of Campinas) - Campinas - SP - Brazil

* ITAL (Instituto de Tecnologia de Alimentos) - Campinas - SP - Brazil

ABSTRACT

The process of acetaldehyde formation by the yogurt bacterium Streptococcus thermophilus is
described in this paper. The typical yogurt flavor is caused by acetaldehyde produced through
many different pathways by the yogurt starter bacteria Lactobacillus bulgaricus and S.
thermophilus. In this work, the attention was focused on one specific reaction for
acetaldehyde formation catalyzed, by serine hydroxymethyltransferase (SHMT), encoded by
the glyA gene. In S. thermophilus, SHMT also possesses threonine aldolase (TA) activity, the
interconvertion of threonine into glycine and acetaldehyde. In this work several wild type S.
thermophilus strains were screened for acetaldehyde production in the presence and absence
of L-threonine. Supplementation of the growth medium with L-threonine led to an increase in
acetaldehyde production. Furthermore, acetaldehyde formation during fermentation could be
correlated to threonine aldolase activity of SHMT. To study the physiological role of SHMT,
a glyA mutant was constructed by gene disruption. Inactivation of gly4 resulted in a severe
reduction of TA activity and complete loss of acetaldehyde formation during fermentation.
Subsequently, a S. thermophilus strain was constructed in which the gly4 gene was cloned
under control of a strong promoter (Prxa). When this strain was used for fermentation an
increase in TA activity, in acetaldehyde and folic acid production was observed. These results
show that, in S. thermophilus, SHMT, displaying threonine aldolase activity, constitutes the
main pathway for acetaldehyde formation under our experimental conditions. These findings
can be used to control and improve acetaldehyde production in fermented (dairy) products

with S. thermophilus as starter culture.



Publicacdo para revista Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento

Engenharia metabélica de Lactococcus lactis para aumentar a produgio de acido folico
CHAVES, A.C. S.D '; HUGENHOLTZ, J.’; & LERAYER, A.LS.’

' Ana Carolina Sampaio Doéria Chaves - FEA - UNICAMP Campinas, SP
2 Dr. Jeroen Hugenholtz NIZO Food Research e WCFS EDE - Holanda
? Dra. Alda Luiza Santos Lerayer Pesquisadora do Tecnolat / ITAL

Resumo

A engenharia genética foi utilizada para a obtengdo de linhagens L. lactis geneticamente
modificados com aumento da produgdo de 4cido folico. Neste trabalho ela foi utilizada para
elucidar a importancia da via metabolica da enzima serina hidroximetil transferase (SHMT)
provenientes de duas bactérias lacticas S. thermophilus e L. lactis na formagdo de acido
folico. Com o experimento utilizando-se o NICE SYSTEM® foi constatada, apés indugéo
com nisina, uma superprodugdo da enzima SHMT proporcional ao nivel de indugdo. Esse
resultado foi observado de duas maneiras: (1) em gel SDS-PAGE, onde foi possivel
visualizar um claro aumento da banda com 46kDa e (2) medindo-se a atividade enzimatica
da SHMT através da conversdo de treonina em serina. A produggo de acido folico também
aumentou proporcionalmente ao nivel de indug¢io com nisina e esses resultados confirmam
o envolvimento da enzima SHMT (codifica pelo gene gly4) no metabolismo de 4cido
folico, como ja havia sido indicado por outros pesquisadores. Cultivando-se estas linhagens
mutantes de L. lactis com superexpressio do gene glyA em meio GM17 observou-se um
significativo aumento da produgdo de 4cido folico proporcional ao nivel de indugéo com

nisina.
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Increase of acetaldehyde production by Streptococcus thermophilus

CHAVES, A.C.S.D.": STARRENBURG, M.*; MIREAU, I’; LERAYER, ALS?:
KLEEREBEZEM, M.2 & HUGENHOLTZ, J.2

! State University of Campinas, Campinas - SP - Brazil; * NIZO food research and
Wageningen Centre for Food Science (WCFS)-Netherlands; 3 ITAL (Instituto de
Tecnologia de Alimentos) - Campinas - SP - Brazil.

The typical yoghurt flavor is a result of the acetaldehyde produced through many different
pathways by Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus. This work is
focused on one specific pathway, catalyzed by serine hydroxymethyltransferase (SHMT),
encoded by the gly4 gene. In S. thermophilus SHMT possesses also threonine aldolase
(TA) activity, which is responsible for the interconversion of threonine into glycine and
acetaldehyde. Several wild type S. thermophilus strains were screened for acetaldehyde
production and for TA activity and a clear correlation was observed between them. To
study the physiological role of SHMT, a gly4 mutant was constructed by gene disruption
what resulted in an abolishment of TA activity and complete loss of acetaldehyde
formation. Subsequently, a S. thermophilus strain was constructed in which the glyA gene
was cloned under control of a strong promoter (Pyac4). When this strain, overexpressing the
glyA gene, was used for fermentation an increase in TA activity in acetaldehyde and folic
acid production was observed. These results show that, in S. thermophilus, SHMT,
displaying threonine aldolase activity, constitutes the main pathway for acetaldehyde
formation under our experimental conditions. These findings can be used to control and
improve acetaldehyde production in fermented dairy products with S. thermophilus as

starter culture.



Increasing acetaldehyde production by
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Introduction

Yoghurt is produced by fermentation of
milk with a specific yoghurt starter,
which consists of a mixture of two
species of lactic acid bacteria (LAB),
Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus  bulgaricus. The main
roles of this starter culture in yoghurt
fermentation are: (1) acidification by
conversion of milk sugar into lactic
acid; (2) formation of the viscous
texture: (3) development of the typical
flavour

Yoghurt flavour is due to lactic acid
which 1mparts an acidic and refreshing
taste and various carbonyl compounds.
One of these carbonyl compounds —
acetaldehvde - 1s considered to be the
major [lavour component of yoghurt.
Several metabolic reactions of LAB can
lead to the formation of this product
(Fig. 1). In this poster, we describe the
role of serine hydroxymethyltransferase
(SHMT), encoded by the glyd gene, in
acetaldehyde formation by S.
thermophilus.

Figure 1 Pathways for acetaldehyde formation in
lactic acid bacteria.
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Material & Methods

Streptococcus  thermophilus  (AO54) was
transformed with the plasmid pNZ2305
(with ghwd gene under control of Py
constructed for super production of the
enzyme STIMT) according to Mollet (Mollet
et al., 1993) generating the . thermophilus
mutant called StA2305.

This experiment was made using 1L of
pasteurised milk (85°C, 5min) that was
inoculated (1%), samples were incubated
(water bath) at 42°C for 24h.

The decrease of pH was continuously
monitored using Microprocessor pH/ION
meter (WTW, Weilheim, Germany) and
Microbe System 6.05 (NIZO food research,
Eode. The Netherlands).

Samples for microbial counts were taken and
deep-plated on M17-agar and expressed as
log of colony-forming units (cfu mL™h).

The acetaldehyde and folic acid content
were measured after 24 h of incubation.
Acetaldehyde was measured using a kit
(Boehringer - Germany). Folic acid present
in the cells was measured using a micro-
biological assay using a folate auxotroph
Lactobacillus casei strain according to the
method modified by Nizo food research
based on the methods of Moloy and Scott
(1993), Horne and Patterson (1988). Phillips
and Wrigth (1982 e 1983).

Figure 2: Plasmid constructed with glyd
gene  under  control  of  Prea  For
superproduction of SHMT.

Milk fermentation of glyA
mutants

Figure 3: Mecan values of pH and counts (log cfu
ml') in 24h of milk fermentation supplemented
with 0.29 of Casitione of the strains A054 (wild
type) and StA2305 (AO34 harbouring pNZ2305) at
42°C,

Table 1: Acetaldchyde and folic acid production in
milk supplemented with 0.2% casitone in 20h of
fermentation using A054 (Wild type) and StA2305
(A034 harbouring pNZ2305).

Where SI) = Standard derivation

Strain Acetaldehyde Total folic acid
(ppm) (ng/mL)

Mean SD Mean SD

AD54 13,47 1,66 26,49 2,06

StA2305 16,38 | 1,28 | 41,84 2,79

CONCLUSIONS

In S. thermophilus the
cnzyme SHMT, encoded
by glvA. has threonine
aldolasc activity and it
plays a role n
acctaldchyde formation.
When using the S
thermophilus strain with
glyA gene superexpressed
for milk fermentation was
observed an increase 1in
acctaldehyde and folic
acid formation.
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Introduction

Yoghurt is produced by fermentation of
milk with a specific yoghurt starter,
which consists of a mixture of two
species of lactic acid bacteria (LLAB),
Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus  bulgaricus. The main
roles of this starter culture in yoghurt
fermentation are: (1) acidification by
conversion of milk sugar into lactic
acid; (2) formation of the viscous
texture; (3) development of the typical
flavour,

Yoghurt flavour is due to lactic acid
which imparts an acidic and refreshing
taste and various carbonyl compounds.
One of these carbonyl compounds —
acetaldehyde - is considered (o be the
major flavour component of yoghurt.
Several metabolic reactions of LAB can
lead to the formation of this product
(Fig. 1). In this poster, we describe the
role of serine hydroxymethyltransferase
(SHMT), encoded by the glyA gene, in
acetaldehyde formation by &S
thermophilis.
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Figure 1: Pathways for acetaldehyde formation in
lactic acid bacleria.
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Acetaldehyde production in
Streptococcus thermophilus

Several S. thermophilus strains from the
NIZO collection were screened for
acetaldehyde synthesis in the presence
and absence of [L-threonine. It was
observed that in strains which do
produce acetaldehyde the production
was enhanced by addition of threonine.
The ratio of induction ranged from 2 to
6 fold upon the addition of threonine.
Strains  producing high levels of
acelaldehyde also showed a higher
threonine aldolase activity, suggesting
that SHMT is involved in acetaldehyde
production in S. thermophilus (Fig.2).

L

Figure 2: Correlation between threonine aldolase
aclivity and acetaldehyde formation in fermentation
in LM17 with different strains of S. thermophilus.

Identification of the g/yA gene
encoding for SHMT

An internal fragment of glyA (505bp)
from S. thermophilus BI30 was
amplified by PCR using degenerated
primers designed based on alignment of
known SHMT amino acid sequences
from different micro-organisms.

To study the physiological role of
SHMT, a glvA mutant was constructed
by gene disruption,

Characterization of g/lyA mutants

Inactivation of the glyA gene resulted in
the abolishment of threonine aldolase
activity. Furthermore, no detectable
amount of acetaldehyde was observed
during fermentation using this mutant

(tig. 3). In growth experiments, the
disruption of g/yA resulted in a six-fold
reduction of the growth rate (Fig.4). An
increase of 60% in specific folate
production was observed in comparison
to the parental strains,

Figure 3: Comparison of threonine aldolase activity
and acetaldehyde formed during fermentation
between wild type (B130) and its glyA-negative
mutant (B130DglyA)

Figure 4: Growth of S. thermophilus B130 wild lype
(B130) and its glyA-negative mutant (B130Dgly4)

CONCLUSIONS

Threonine aldolase plays a
role in acctaldehyde
formation by Streptococcus
thermophilus;

In S. thermophilus SHMT,
encoded by glvA, has
threonine aldolase activity;
SHMT plays an essential
role in  normal growth
possibly due to its role in
folate metabolism;

These findings can be used
to select natural variants
with enhanced acetaldehyde
production.,
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IMPROVED YOGHURT FLAVOUR BY
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Introduction Results
Acetaldehyde is considered as the Acetaldehyde production and threonine Cloning of the threonine aldolase glyA gene
major flavour component of aldolase activity Genetic engineering is being used to

yoghurt and is produced by both
yoghurt lactic acid bacteria,
Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus bulgaricus. It is

Figure 2 shows the production of acetaldehyde
by different S. thermophilus strains obtained
from the NIZO food research collection.
Production was evaluated in milk with and

investigate the importance of the threonine
aldolase pathway for the production of
acetaldehyde in S. thermophilus.
Degenerated primers were designed based on

generally accepted that an without the addition of 10mM of L-threonine. alignment of known threonine aldolase
acetaldehyde concentration range A clear difference in acetaldehyde production sequences from different organisms to obtain
from 10 to 15 ppm may be between the strains was observed and the level the glyA gene coding for threonine aldolase in
optimal for a characteristic of acetaldehyde was dependent on the 5. thermophilus. Using these primers, PCR was
flavour and in general, concentration of L-threonine added in the performed to amplify an internal fragment of
acetaldehyde production is highly medium. Strains producing high amounts of glyA (550bp) from the chromosomal DNA of

variable. Several metabolic
reactions in lactic acid bacteria

acetaldehyde also showed a high threonine
aldolase activity. Using four different strains of

S. thermophilus. This PCR product was cloned
in pGEM-T and sequenced. A single open

can lead to the production of S. thermophilus, a clear correlation was found reading frame was found showing high
acetaldehyde (Fig. 1). between acetaldehyde production and homology with other glyA genes from

This work is focussed on the threonine aldolase activity (Fig. 3). Escherichia coli, Micrococcus pneumoniae,
pathway that leads to production This observation strongly suggests that it Bacillus subtilis etc. The PCR fragment will be
of acetaldehyde via the activity of should be possible to control and improve used as a probe to clone the complete glyA
threonine aldolase (Glycine acetaldehyde production in S. thermophilus by gene.

hydroxymethyltransferase metabolic engineering of threonine aldolase

EC.2.1.2.1.) which cleaves activity.

threonine into acetaldehydeand o —1——

gl)rcine. This enzyme ﬂl:ﬁ\fily has r..u 1 Wilkat ihesaine T Wk 10w threoaiue Deletion and ll\'el‘tmiﬂll of the gi'yA
been found in many lactic acid g; m i gene
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