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RESUMOQ - Objetivando analisar experimentalmente a expressdo do gene de
a-amilase de B. subtilis sob o controle de diferenfes promotores e comparar a
produgio da enzima por diferentes linhagens de E. coli (HBI0I, TG1, KS272 ¢
KS8303), recombinantes, iniciamos este estudo. Vefores de expressdo carreando o
fragmento do gene de a-amilase (Ami 2,4kb ou Ami* 1,9kb) sob controle ou do
promotor lac ou do promotor tac, foram introduzides nas diversas linhagens de E.
coli. os clones transformantes obtidos e os ensaios enzimdticos indicaram que o
gene Ami apresenta diferenca na expressdo, quando diminuido 500 pb de sua
extremidade 3'(Ami*), favorecendo aparecimento de maior quantidade de a—amilase
em sobrenadantes de culturas contendo E. coli K827 2, transformada com o plasmidio
pAA8S, sobre as demais.

ABSTRACT — The purpose of this study is to test expression of a-amylase gene
[from B. subtilis under control of several promoters and screening for identification
of their products for different recombinant strains of E. coli (HB101, TG1, K§272
and KS303). To start, vectors carrying a-amylase gene (Ami 2,4kb or Ami* 1,9kb)
under control or lac promoter or tac promoter, have been introduced in different
strains of E. coli. Enzymatic assays and cloning analysis showed that Ami gene has
been different in expression when 500pb were delected downstream (Ami*). In
cultures. E. coli KS272 harboring, pAA88 vector showed under enzymatic assays
of extracellular product, hyper-production of the enzyme.

INTRODUGAO

Nas ultimas décadas com o desenvolvimento da Biclogia Molecular, avangos
biotecnolégicos foram conquistados gragas & possibilidade de se isolar, alternar e
reintroduzir o material genético de um organismo em outro, tornando possivel a
criagio de novas espécies. Aplicado & pratica, é que hoje 7,5 kg de bactérias
transgénicas podem produzir os mesmos 5 mg do horménio somatostatina que antes
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eram obtidos a partir de 500 000 cérebros de carneiro (NOTHENBERG, 1988). Assim,
nos (ltimos anos, a Engenharia Genética tem introduzido tecnologia nas indstrias
de produgko de vacinas, enzimas e sucro-alcooleiro; na obtengéo de plantas resis-
tentes a herbicidas e pragas, etc., além de promover subsidios operacionais para
a pesquisa académica basica.

FORMULAGAO DO PROBLEMA

Diversos trabalhos de pesquisa tém sido desenvolvidos nos laboratorios de
Biologia Molecular e de Enzimologia (UnB), visando produzir microorganismos
(Escherichia coli, Bacillus subtilis  Saccharomyces cerevisiae) com potencial hidrolitico
industrialmente desejdvel, a partir de polimeros de plantas.

Com a crise do petréleo desencadeada em 1973, houve necessidade de se
buscar alternativas energéticas, especialmente no setor de combustiveis. A obtengéio
de élcool combustivel a partir da fermentagéio do amido armazenado nas raizes de
mandioca, via microorganismos transgénicos, foi uma das alternativas. Para tanto,
pesquisas como esta foram iniciadas, visando identificiar a melhor e mais eficiente
metodologia para a produgéio do processo.

DETERMINAGAO DO ESTUDO ‘

Trabalho realizado nos Laboratérios de Biologia Molecular e Enzimologia da
Universidade de Brasilia (UnB) DF, visando dar continuidade aos estudos de
expresséo do gene de .-amilase de B. subtilis, isolado em Brasilia (DF) por SOUZA
(1988), em E. coli, a fim de obter um microorganismo transgénico com potencial
hidrolitico industrialmente desejével. :

OBJETIVOS
Diante do que ja foi exposto até entéo, os objetivos do presente trabalho foram:
. analisar a expressio do gene de a-amilase sob controle de diferentes

promotores.
. comparar a produgéo de c-amilase por diferentes linhagens de E. coli.

PROCEDIMENTOS

Utilizaram-se varios velores de expresséo (plasmidios) com diferentes promo-
tores (fac ou fac). Sob controle de um ou outro promotor, foi clonado ou o gene de
a-amilase de 2,4kb (Ami} ou o gene de o-amilase de 1,9kb (Ami*). Esse conjunto
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de diversos vetores foi introduzido em diferentes linhagens de E. coli. Foram
analisados sobrenadantes de cultura, bem como, "suco celular" dissolvido em
tampéo fosfato, de todos os clones recombinantes obtidos. A detec¢éo da atividade
da enzima de o.-amilase foi estimada pelo método Caraway modificado {CARAWAY,
1959).

FUNDAMENTAGAO TEORICA

As o-amilases sho enzimas capazes de converter o amido em unidades de
glicose e maltose. As a-amilases de origem microbiana séo obtidas na forma
cristalina sendo as bactérias do género Bacillus as principais produtoras (COLE e
cols., 1988: FORGATY, 1983). Como a enzima obtida a partir destes microorganismos
sio termoestéaveis e termofilicas, elas séo preferencialmente utilizadas na fermen-
tagéo. Diversos genes de a-amilase j& foram clonados em diferentes hospedeiros
paraserem utilizados na industria. Varios genes jé foram clonados em E. colie alguns
de seus produtos utilizados comercialmente como insulina humana, horménio do
crescimente humano (GOEDDEL e cols., 1979a; GOEDDEL e cols., 1979b). Muitos
vetores de expresséo construidos para E. coli possuem os promotores lac (JACOB
e MONOD, 1961), tac (DE BOER e cols., 1983) ou pL (REINIKAINEN e cols., 1989),
pois estes, além de promoverem inlensa atividade transcricional, podem ter sua agéo
regulada por agentes indutores. Infelizmente, protéinas heterdlogas podem sofrer
o ataque de proteases ou formar *corpos de incluséo”. Para minimizar esses efeitos
pesquisadores promaovem mutagdes em E. coli para prover deficiéncia em profedlise
bem como incrementar o processo de secregdo protéica, como as mutantes E£. coli
KS272 e KS303 (STRAUCH e BECKWYTH, 1988).

INSTRUMENTOS DE MEDIDA
Foram construfdos 04 {quatro) vetores de expressdo, sendo eles:

pAA11 — promotor lac / gene Ami.
pAA88 — promotor lac / gene Ami*.
pKA11 — promotor tac / gene Ami.
pKAB8 — promotor tac / gene Ami®.

Esses vetores foram clonados nas diferentes linhagens de E. coli HB101, TG1,
KS272 e KS303.

Os clones transformantes foram cultivados em meio liquido e, a partir dai,
foram analisados sobrenadantes e "suco celular” obtidos por sonicagdo, nos ensaios
enzimaticos pelo método Caraway modificado.

Os dados numéricos obtidos foram comparados entre si, pela relagéo Atividade
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Enzimatica/Densidade Optica (cultura}.

RESULTADOS E CONCLUSOES

Os diferentes fragmentos de o-amilase (2,4 Kb e 1,9 Kb) clonados em vetores
de expresséo contendo os promotores lac e tac os quais tém sua agho controlada
pelos indutores alolactose/IPTG. Sabe-se que o promotor fac promove maior ativi-
dade transcricional que o promolor lac, entretanto, as maiores alividades de
a-amilase (intra e extracelular) foram detectadas em culturas E. coli HB101 progra-
madas com plasmidios pAA8S. Ao que parece, o promotor /ac “in tandem” como
promotor do gene de c-amilase mostrou-se mais eficiente do que a interagéo tac-
Ami.

Comparando-se a produgdo de a-amilase extracelular de E. coli HB101
contendo os plasmidios pAABB e pAA11, identificou-se que o clone contendo o pAASS
é methor produtor de o-amilase, significando que a remogéo de 500 pb da re-
gifio 3’ do gene Ami favorece a expresséo sob controte do promotor lac. O mesmo
nio foi observado quanto aos clones E. coliipKA88 e E. coliipKA11. Experimentos
futuros poderdo explicar essas diferengas.

Em outros experimentos com diversas linhagens de E. coli, a cepa K3272
transformada com o plasmidio pAA88, demonstrou ser melhor produtora para o meio
extracelular desta enzima. :
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