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ABSTRACT

This study aimed to verify the hydrolysis of starch raw cassava using a
glucoamylase from Aspergillus awamori expressed in Saccharomyces cerevisiae.
The glucoamylase activity test plate showed that S. cerevisiae recombinant is able
to degrade cassava starch without the needs for either acid pretreatment or
cooking. The recombinant yeast was able to form 2.7 g / L of biomass and
degrades cassava starch up to 90%, releasing a large amount of glucose to the
culture medium. The N-deglycosylation assay showed that the recombinant
glucoamylase (75 kDa) has 10% carbohydrate in their structure compared with
enzyme treated (65 kDa). Our preliminary results showed that recombinant yeast
was able to produce 4.22 g/L in 96 hours fermentation. The results of starch
hydrolysis shown that S. cerevisiae recombinant has a great potential for
producing ethanol from cassava starch without the need for pretreatment of the
substrate.
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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo verificar a hidrélise do amido bruto de
mandioca, usando a glicoamilase de Aspergillus awamori expressa em
Saccharomyces cerevisiae. O teste de atividade de glicoamilase em placa mostrou
que a S. cerevisiae recombinante é capaz de degradar o amido de mandioca sem a
necessidade de pré-tratamento acido ou cozimento. A levedura recombinante foi
capaz de formar 2,7 g/L de biomassa que degradou 90% do amido, liberando uma
grande quantidade de glicose para o meio de cultura. O ensaio de deglicosilagao
mostrou que a glicoamilase recombinante (75 kDa) possui 10% de carboidrato na
sua estrutura comparado com a enzima deglicosilada (65 kDa). Nossos resultados
preliminares mostraram que a levedura recombinante produziu 4,22 g/L de
bioetanol em 96 horas de fermentagdo. Os resultados da hidrélise do amido
mostraram que a S. cerevisiae recombinante utilizada nesse trabalho tem um
grande potencial de produzir etanol a partir de amido de mandioca sem a
necessidade de um pré-tratamento do substrato.
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INTRODUCAO

Glicoamilases (E.C.3.2.1.3) também conhecida como amiloglicosidase
sao enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes glicosidicas a-1,4 do amido, a
partir da extremidade redutora, produzindo glicose (HISADA et al., 2013).
Estas enzimas tém grande importancia industrial na producdao de xaropes
de glicose e em processos de fermentacdo e sacarificacdao simultanea (SSF)
para a producdo de etanol (SAVILLE et al., 2006). O uso de enzimas em
inddstrias tem como vantagens o aumento no rendimento do produto
gerado e a economia do processo biotecnolégico (SHARMA,;
SATYANARAYANA, 2012). Uma grande variedade de microrganismos produz
glicoamilases para hidrolisar o amido, permitindo a sua utilizagdo como
fonte de energia. Contudo, a aplicacdo industrial de glicoamilases tem sido
restrita as espécies Aspergillus awamorii (GA) e Rhizopus oryzae uma vez
gue estes microrganismos produzem glicoamilases estaveis e com alta
(MERTERS e SKORY, 2006).
microrganismos sejam capazes de metabolizar amido, eles ndo sao capazes

atividade enzimatica Embora estes
de produzir grandes quantidades de etanol. Por outro lado, a
Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais usada industrialmente para a
producdo de etanol (LALUCE et al., 2012), existindo atualmente vdrias
linhagens geneticamente manipuladas, destacando-se entre elas a cepa de
laboratdrio CENPK2. Entretanto, os microrganismos destas linhagens nao
possuem a habilidade de degradar amido, sendo necessaria a clonagem de
genes de glicoamilases (STEYN; PRETORIUS, 1990). Por esta razdo, a cepa
CENPK2 foi modificada geneticamente com a glicoamilase de A. awamorii.
Assim, este trabalho teve como objetivos modificar geneticamente a
levedura com o gene da glicoamilase de A. awamori e verificar a habilidade

de degradagao do amido bruto de mandioca sem a necessidade de um pré-

tratamento do substrato.
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MATERIAL E METODOS

Fonte de amido

A fécula de mandioca utilizada neste estudo foi cedida pela empresa
HALOTEK da Associacdo Brasileira dos Produtores de Amido de Mandioca
(ABAM)

Cepas e plasmidios

As cepas de S. cerevisiae CENPK2 foram mantidas no laboratdrio de
Biotecnologia de Microrganismos (LABIOM, Universidade Federal de Sao
Jodo Del-Rei, Divindpolis, Brasil). Os Plasmidios pG5, contendo a GA,
previamente clonada, e o vetor YEp352PGK foram cedidos por Moraes et
al. (1995) A cepa S. cerevisiae CENPK2 ((MaTa/a, ura3-52/ura3-52, leu2-
3,112, trp1-289/trp1-289, his3-1/his3-1) foi usada para expressao da GA.

Condigoes de cultivo

Para a expressdo heterdloga em S. cerevisiae foi utilizado o meio minimo
com dextrose (SD), contendo 0,67% de base nitrogenada de leveduras
(YNB), glicose 2%, tampdo acetato 50 mM pH 5,5, agar 2% e os
requerimentos nutricionais histidina, triptofano e leucina 0,002%. Para a
atividade de glicoamilase em placa, foram utilizadas estas mesmas
condigdes, substituindo-se a glicose por amido bruto.

Clonagem da GA

O gene GA, previamente clonado no vetor pG5, foi digerido com a enzima
de restricao Hindlll, liberando o cassete de expressao deaproximadamente,
3.5 kb e, posteriormente, subclonado no vetor YEp352PGK, previamente,
diferido com Hind Ill, originando o plasmidio YEpGA (GALDINO, 2008). Este
vetor contém o gene da glicoamilase de A. awamori sob o controle do
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promotor constitutivo PGK, que codifica para a enzima glicolitica
fosfoglicerato kinase.

Expressdao Heterdloga da GA em S. cerevisiae CENPK2

As cepas de S. cerevisiae CENPK2 foram transformadas com esse vetor
YEpGA, segundo protocolo desenvolvido por Chen et al. (1992).
Transformantes expressando a GA foram selecionados pela producdao de
halo de hidrdlise depois de 72 horas de incubag¢ao a 28 2C em meio SD
suplementado com histidina, triptofano e leucina 0,002% e posterior
coloracdo com vapor de iodo, conforme protocolo descrito por Moraes et
al. (1995).

SDS-PAGE, Ensaio de atividade enzimatica no gel (Zimograma) e Ensaio de
deglicosilagao

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada
segundo protocolo descrito por Laemmli (1970).
O gel de atividade enzimatica foi preparado, segundo protocolo descrito
por Galdino (2008). Apds a corrida eletroforética, o gel foi lavado com 4gua
destilada e, posteriormente, incubado com tampdo acetato de sédio 50
mM em pH 5,5 por 1 hora e, em seguida, incubado a 42C, por 12 horas, em
uma solugao, contendo 0,5% de amido soluvel (SIGMA) em tampao acetato
de sédio 50 mM empH 5.5. Apés este periodo, o gel foi incubado a 379C,
por 2 horas, e as bandas proteicas com atividade de glicoamilase foram
detectadas apds coloragdo com uma solugdo de iodo (I, 1% em KI 0,5M). O
ensaio de deglicosilagdo foi realizado, usando a enzima PNGase F (New

England Biolabs), conforme recomendacgdes do fabricante.
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Anadlise da degradacdo do amido bruto de mandioca pela GA
recombinante

Uma coldnia de S. cerevisiae recombinante foi pré-inoculada em meio SD
e 2 mL desta cultura foram transferidos para um erlenmeyer de 1L,
contendo 200mL do mesmo meio. As culturas foram incubadas em shaker a
28 °C, 200 rpm, e o crescimento celular foi monitorado a 600 nm. Em
intervalos de 24 horas, 2 mL foram coletados e centrifugados a 5000 g por
10 minutos. O sobrenadante foi usado para medir a quantidade de
biomassa, degradacao do amido e liberacdo de glicose para o meio de
cultura. A degradacdo do amido foi dosada pelo método de Fuwa (1954) e a
quantidade de glicose liberada no meio foi dosada pelo kit glicose
monorreagente (Bioclin). Todas as analises foram feitas em triplicata.

Producao de Bioetanol

Para a deteccdo de Bioetanol 1mL da cultura de 96 horas foi retirado e
centrifugado por 5000 x g. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi filtrado
usando um filtro de 0,22 um. Apds a centrifugacdo, a concentracao de
etanol foi determinada usando uma cromatografia Liquida de Alta
performance (HPLC) Prominence Model LC-202 (Shimadzu). Para a
dosagem de etanol , aclcares e acidos foi usado uma coluna SUPERCOGEL
C-610H (30 com x 7,8 mm (SIGMA)) e um detector de indice de refracdo
RID-10A. A separacdo ocorreu a 65 °C e a fase mével formada por H,S0,
5mM teve um fluxo 0,6 mL/min com o detector da célula na temperatura

de 45 °C.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Os clones de S. cerevisiae CENPK2 foram transformados com o vetor

epissomal de leveduras YEpGA. Apds a transformagdo, os clones foram
selecionados em meio minimo sem uracila, sendo transferidos, em seguida,
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para placas, contendo meio minimo com amido 0,5%. As placas foram
coradas com vapor de lodo e, apds 72 horas, a andlise visual mostrou que
todos os clones estavam expressando a glicoamilase, sendo capazes de
degradar o amido bruto de mandioca como unica fonte de carbono
(FIGURA 1).

FIGURA 1 Atividade da GA em placa. 1-4, Clones recombinante de S. cerevisiae CENPK2
transformados com o plasmidio YEpGA e crescidos em meio minimo SD + amido 1% .
corados com vapor de iodo apds 72 horas de crescimento a 28 2C. Em 5 e 6 clones de
S.cerevisiae transformadas com o vetor vazio YEp351PGK (controle negativo)

Esses resultados sdo promissores, uma vez que o amido bruto de
mandioca é um polissacarideo altamente heterogéneo. Dessa forma, a
degradagao deste amido bruto, utilizando-se somente uma enzima, sem
um pré-tratamento prévio do polimero, abre um campo de possibilidades
para o uso deste microrganismo ou desta enzima em bioprocessos.

Varios autores ja conseguiram expressar genes de glicoamilases de
fungos filamentosos em S. cerevisiae, tais como Aspergillus awamorii GA1
(LIN et al., 1998), Aspergillus awamori Sgal (FAVARO et al.,, 2010),
Aspergillus oryzae GlaA (KOTAKA et al., 2008), Rhyzopus oryzae GAll
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(ASHIKARI et al., 1989), Rhizopus arrhizus GA (YANG et al.,, 2011). No
entanto, nenhum desses autores relata o potencial destas glicoamilases
degradarem amido bruto de mandioca.

Clones recombinantes de S. cerevisiae CENPK2, expressando GA, foram
inoculados em meio SD liquido; e em intervalos de 24 horas, uma aliquota
foi retirada do meio para verificar a formacao de biomassa, degradacao do
substrato e liberacdo de glicose durante um periodo de 96 horas de
fermentacao.

De acordo com a figura 2, um clone recombinante de S. cerevisiae,
expressando GA, alcancou a produgdo maxima de biomassa (3 g/L), em 72
horas de fermentacdo, havendo uma estabilizacdo do crescimento celular
apods este periodo. Durante as 96 horas de fermentacdo, a levedura
consumiu praticamente todo o amido do meio, e liberou nas primeiras 24
horas de cultivo cerca de 0,45 g/L de glicose.. Isso provavelmente se deve a
guebra do substrato por parte da glicoamilase recombinante, liberando
glicose para o meio. Durante esse periodo a levedura pode estar usando
parte dessa glicose para a formacao de biomassa e formacdo de etanol e
isso é explicado pelo rapido declinio na concentracao de glicose liberada
para os meios nos tempos de 72 e 96 horas. Existem poucos trabalhos na
literatura que relatam a hidrdlise de amido bruto sem pré-tratamento do
substrato por glicoamilases recombinantes. No entanto, nenhum deles
descreve o potencial dessas enzimas em hidrolisar o amido bruto de
mandioca. Quanto a deteccao de bioetanol, pdde-se observar que os dados
preliminares mostraram que a producdao de etanol no tempo de 96 horas
de fermentacdo foi de 4,22 g/L.
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FIGURA 2 Hidrdlise do amido de mandioca pela GA recombinante. Clones de
Saccharomyces cerevisiae expressando a glicoamilase de Aspergillus awamori foram
crescidos em meio minimo contendo amido como unica fonte de carbono para analise da
producdo de biomassa (®), degradagdo do amido (A) e liberagdo de glicose (0).
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A literatura cita o uso de fungos filamentosos selvagens ou suas
glicoamilases nativas para hidrolisar amido, porém, esses microorganismos
nao possuem a capacidade de produzir grande quantidade de etanol. Por
exemplo, Fujio et al. (1984) descreveram o potencial do fungo Rhizopus koji
em fermentar amido bruto de mandioca para producdo de etanol
alcangcando uma producdo de 12,1 g/L a partir de 30 g/L de amido; Flor e
Hayashida (1983) relataram pela primeira vez a capacidade de glicoamilase
nativa de Aspergillus awamori var; Kawachi em degradar amido bruto de
milho mas os autores ndo informaram a quantidade de etanol produzido;
Inlow et al. (1988) descreveram o potencial de S. cerevisiae, expressando
GA em produzir etanol, a partir da fermentac¢ao de amido soluvel de milho.
Kumar, Venkateswara, Das (1995) descreveram o potencial da GA em
sacarificar amido de batata; Favaro et al (2010) relataram que uma cepa de
laboratdrio de S. cerevisiae haploide expressando a glicoamilase SgAl de
Aspergillus awamori conseguiu uma producdo de etanol de 5,4 g/L durante
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48 horas de fermentag¢do usando 20g/L de um amido soluvel. No presente
trabalho, a S. cerevisiae empregada é uma cepa haploide, mas que
produziu 4,22 g/L em 96 horas de fermentacdo usando 20 g/L de um
substrato altamente impuero e ndo solluvel que é o amido industrial de
mandioca o que tem um apelo maior por ser de baixo custo. Lin et al.
(2011) descreveram o potencial do fungo Penicillium sp. GXU20 em
produzir enzimas de degradacdo de amido bruto de mandioca para a
producao de etanol durante 6 dias de cultivo. Embora o trabalho de
Apiwatanapiwat et al. (2011) relate o uso de leveduras recombinantes para
fermentar diretamente a polpa de mandioca para producdo de etanol
nenhum trabalho faz alusdo a producao de etanol a partir de amido bruto
por parte das glicoamilases recombinantes. Zyl, Bloom, Viktor (2012)
fizeram uma revisdo sobre leveduras modificadas para a producdo de
etanol e neste trabalho ndo existe referéncia a nenhum trabalho que uma
S. cerevisiae, haploide, recombinante foi capaz de produzir etanol a partir
de amido bruto insoluvel. Todos os trabalhos descritos fazem mencado a
producdo de etanol usando amido soluvel. Portanto os resultados do nosso
trabalho mostra o potencial inovador uma vez que o amido bruto é um
substrato de baixo custo e que as vezes é um rejeito agroindustrial.

A atividade de glicoamilase da levedura recombinante foi correlacionada
com uma Unica banda proteica de massa molecular aparente de 75 kDa
(Figura 3A, Poco 1). O resultado do zimograma mostrou uma Unica banda
com atividade de glicoamilase em torno de 75 kDa. Apds a deglicosilagao, a
GA recombinante mostrou uma massa molecular aparente de 65 kDa
(Figura 3A, poco 2). Estes resultados indicam que a GA recombinante
possui cerca de 10% de carboidrato na sua estrutura.
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FIGURA 3 SDS-PAGE e Zimograma da GA A) Ensaio de N-deglicosilacdo. M, marcador de
massa molecular; 1, amostra ndo tratada e 2, tratada com a enzima PNGase F. B) Ensaio
de atividade no gel (Zimograma) da glicoamilase recombinante.
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Hata et al. (1991) mostraram que a glicoamilase de A. niger expressa em
S. cerevisiae possui uma massa molecular de 65,5 kDa deduzida a partir da
sequéncia de aminoacidos. Heimo Palmu, Suominen (1997) expressando a
GA na levedura Pichia pastoris, também relataram a massa molecular de 75
kDa, tendo um conteldo de carboidrato de aproximadamente 23%. Por
outro lado, Goto, Ekino, Furukawa. (1997) relataram a massa molecular de
120 kDa com conteudo de carboidrato de 34,2% para uma glicoamilase de
A. awamori var. Kawachi rica em dominios Serina-Treonina.

A glicosilagao de proteinas é muito importante para a estabilidade
estrutural. Entretanto a hiperglicosilagao de proteina pode ser indesejavel
guando esta é usada para fins terapéuticos, pois a por¢ao carboidrato pode
ser imunogénica. Embora a levedura S. cerevisiae seja reconhecida por
hiperglicosilar proteinas, os resultados do presente trabalho mostraram
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que o conteudo de carboidratos da GA recombinante de acordo com
aqueles publicados na literatura e ndo apresentou hiperglicosilagao.

CONCLUSAO

A levedura recombinante, expressando a glicoamilase de Aspergillus
awamori foi capaz de degradar o amido bruto de mandioca sem a
necessidade de pré-tratamento do substrato. Dados preliminares
mostraram que a levedura alcancou a produgao maxima se biomassa em 72
horas de fermentacdo quando praticamente todo o substrato foi
degradado, entretanto a maior quantidade de glicose liberada no meio
ocorreu em 24 horas de cultivo Durante 96 horas de cultivo a levedura
produziu cerca de 4,22 g/L a partir de 20 g/L de substrato. Como a
literatura ndao menciona a capacidade de degradagao de um substrato
industrial, sem haver um pré-tratamento do substrato, os resultados deste
trabalho demostram o potencial desta levedura para producao de etanol a
partir do amido bruto de mandioca.
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