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RESUMO

A dosagem do etanol durante a producdo de medicamentos, bebidas e
combustiveis tem se mostrado bastante importante para o aumento de rendimento
dos processos e qualidade dos produtos. Embora existam varios métodos para
determinar a concentracao do etanol, os enzimaticos sdo 0s mais interessantes por
serem rapidos, precisos, de facil manuseio e baixo custo. O objetivo geral desse

trabalho foi a elaboracéo de um Kit de quantificacdo enzimatica de etanol, utilizando

a enzima alcool desidrogenase | recombinante de S. cerevisiae (Adhl). Para isso, 0

gene codificador da enzima alcool desidrogenase | (ADH1) de levedura foi clonado

no vetor pET28a para expressdao em E. coli (BL21). Em seguida, a producédo e

solubilidade da enzima alcool desidrogenase | foi determinada, sendo definida uma

condicdo ideal de producdo e purificacdo da proteina recombinante por

cromatografia de afinidade.

A atividade enzimatica da alcool desidrogenase | purificada foi determinada

através de ensaios ja padronizados na literatura (UV), bem como sua estabilidade
em diversas condicbes de tempo e temperatura. Os resultados obtidos aqui
demonstraram que a enzima obtida apresentou boa atividade bioldgica in vitro, com
sensibilidade na detecc&o de no minimo 2,3 x 10~ g/L de etanol em 2 minutos. Além
disso, a proteina purificada teve sua atividade preservada quando estocada a - 20°C

durante 120 dias, caracteristicas que possibilitardo que a enzima alcool

desidrogenase | recombinante, purificada pela metodologia apresentada nesse

trabalho, seja utilizada em um kit de quantificacdo enzimatica de etanol rapido,

preciso e de baixo custo.
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1. INTRODUCAO
O etanol (CH3CH,OH) € uma substancia organica obtida por trés maneiras
gerais: por via destilatéria, por via sintética e por via fermentativa, que é a mais
importante no Brasil (LIMA et al., 2001). Esse alcool é encontrado em bebidas como
cerveja, vinho e aguardente, bem como na industria de perfumaria. No Brasil, tal
substancia é também muito utilizada como combustivel de motores de exploséo,
constituindo assim um mercado em ascensao para um combustivel obtido de
maneira renovavel e o0 estabelecimento de uma indUstria quimica de base,
sustentada na utilizacdo de biomassa de origem agricola e renovavel (Maris e cols.,
2006).

As leveduras, especialmente do género Saccharomyces, sdo os
microrganismos principais na obtencdo do etanol por via fermentativa (LIMA et al.,
2001). A fermentacdo para producdo de etanol envolve 12 reacdes em sequéncia
ordenada (LIMA et al., 2001) e, resumidamente, consiste na transformacédo do
acucar (ou cereais, como a cevada e o malte) em alcool e gas carboénico, sob a acao
das leveduras (RASOVSKY, 1973). A dosagem do etanol é descrita na literatura
como sendo de grande importancia em diversas areas tais como a saude, alimentos
e bebidas, e na producdo de bioetanol (BEUTLER, 1977). O interesse na
determinacdo do etanol surgiu do monitoramento de sua formacéo para controlar a
fermentacdo (NICULESCU et al., 2003), da necessidade de verificacdo do limite
legal de aceitacdo, da influéncia nas caracteristicas sensoriais (MATAIX e LUQUE
DE CASTRO, 2000), do importante efeito no crescimento das leveduras (KITAGAWA
et al., 1991) e, por razdes econdmicas, particularmente na relacdo entre as taxas

impostas para alcool em diferentes paises (YARITA et al., 2002).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vinho
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aguardente
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Existem véarios métodos para determinar a concentracdo de etanol que se
subdividem em fisicos, quimicos e enzimaticos. Os métodos enziméticos tém se
mostrado mais baratos, precisos e de facil manuseio. Uma das principais
metodologias enzimaticas utilizadas foi descrita inicialmente por Racker (1955), a
qual é baseada na reacdo de oxidacdo do etanol, catalisada pela enzima &lcool
desidrogenase, com a concomitante reducdo do NAD+ (RACKER, 1955). Nesse
processo, o NADH formado é medido a 340 nm e é proporcional a concentracdo do
etanol.

As alcool desidrogenases - ADHs (EC 1.1.1.1) sdo oxidoredutases que
catalisam a oxidacao reversivel do etanol para aldeidos ou cetonas, com a
concomitante reducdo do NAD+ ou NADP+. Elas sdo geralmente encontradas em
bactérias, leveduras, plantas e animais (SUND e THEORELL, 1963; BRANDEN et
al.,1975) e sao subdivididas em 3 grupos (JORNVALL et al.,1987): as enzimas de
cadeia longa ativadas por ferro, como as enzimas de S. cerevisiae ( WILLIAMSON e
PAQUIN,1987), as de cadeia curta que sao zinco independentes, como as enzimas
do Lactobacillus brevis (NIEFIND et al.,2003) e as de cadeia média, que sdo zinco
dependentes, como as enzimas do figado ( ADOLPH et al.,2000) e as enzimas (
isoenzimas I-1ll) de S. cerevisiae ( SALIOLA et al., 1990). A Adhl de S. cerevisiae é
tetramérica e consiste em 4 subunidades idénticas ou semelhantes, com um sitio
ativo cada, que necessita de um ion de zinco para ter atividade (VEILLON e
SYTKOWSKI,1975; KINMAN e WELSH,1976; COLEMAN e WEINER,1973). H4 um
segundo ion de zinco em cada subunidade que tem papel conformacional,
provavelmente pela estabilizacao da estrutura terciaria (MARGONET et al.,1992).

A metodologia de quantificacdo de etanol utilizando a enzima alcool

7z

desidrogenase | de S. cerevisiae é conhecida (RACKER, 1955), mas ndo é
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atualmente usada no controle de qualidade do processo industrial, por causa do alto
custo desta enzima, sendo a determinacdo de etanol critica para o controle de
qualidade na industria de bebidas (FLETCHER e STADEN, 2003), além de servir de
dosagem de apoio na fabricacdo de combustiveis (alcool etilico e biodiesel).
Portanto, o objetivo geral desse trabalho foi desenvolver um protocolo de baixo custo
para produzir em larga escala a alcool desidrogenase | de S.cerevisiae, funcional e
estavel, para ser usada em um kit para determinacéo de etanol. Para isso, a enzima
alcool desidrogenase |, fusionada a um tag de 6xHis foi produzida em bactéria e
purificada por cromatografia de afinidade em condi¢bes desnaturantes. Depois do
tratamento de refolding, ensaios de atividade e estabilidade demonstraram que a
enzima Adhl produzida pode ser usada em um kit para detectar etanol no limite 2.3
x 10* g/L em 2 minutos. Além disso, a Adhl recombinante foi estavel por até 120

dias quando estocada a - 20°C.
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2. OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de um kit
para quantificacdo enzimatica de etanol, ferramenta importante na indUstria
cosmeética, alimenticia e de combustivel.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1) Clonagem do gene codificador da enzima &lcool desidrogenase | de S.
cerevisiae no vetor pET28a para expressao em E. coli.
2.2.2) Determinacgéo das condi¢des de producao da proteina alcool desidrogenase 1.
2.2.3) Purificagéo da proteina alcool desidrogenase | por cromatografia de afinidade.
2.2.4) Verificagdo da estabilidade da enzima alcool desidrogenase | em diversas
condicOes de temperatura.
2.2.5) Determinacdo da atividade da enzima alcool desidrogenase | produzida e

purificada.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1) Preparo de DNA gendmico de levedura
A linhagem de levedura de interesse foi crescida em 10 mL de YPD (extrato de
levedura 10 g/L e peptona 20 g/L) até a saturacdo (D.O.goonm >1). A cultura foi
centrifugada a 3.000 xg por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e as
células lavadas com 500 pL de agua Milli-Q. As células foram suspensas em 200 pL
de tampéo de lise (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, Triton X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM
e EDTA 1 mM) e 200 pL de PCI (fenol/cloroférmio/alcool isoamilico), e foram
adicionados aproximadamente 300 mg de pérolas de vidro. As células foram
submetidas a agitacdo vigorosa por 3 a 4 minutos, adicionadas de 200 pL de TE pH
8,0 e novamente submetidas a agitacdo por mais 1 minuto. As células foram
centrifugadas a 13.400xg por 5 minutos, e a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo. A extracdo com 200 pL de PCI foi repetida por 3 vezes. Os acidos
nucléicos foram entdo precipitados da fase aquosa com 1 mL de etanol absoluto
gelado e submetidos a centrifugacdo a 13.400 xg por 2 minutos a 4°C. O precipitado
foi suspenso em 400 pL de TE pH 8,0, adicionado de 3 pL de RNase A (10 mg/ml) e
incubado a 37°C por 30 minutos. A extracdo com PCI foi repetida mais uma vez e o
DNA precipitado com 10 pL de acetato de aménio 4 M e 1 mL de etanol absoluto. O
tubo foi centrifugado a 13.400xg por 2 minutos a 4°C e o precipitado lavado com 400
pL de etanol 75% gelado. O precipitado foi seco ao ar livre e suspenso em 50 L de
TE pH 8,0.
3.2) Preparo de plasmideos a partir de E. coli.
3.2.1) Em pequena escala — Miniprep:
Bactérias contendo os plasmideos de interesse foram inoculadas em 3 mL de

meio LB contendo 50 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37°C por aproximadamente
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16 horas, sob agitacdo constante. A cultura (1,5 mL) foi centrifugada por 1 minuto a
12.000 xg. As células foram suspensas em 200 pL de TE (Tris 10 mM pH 8,0, EDTA
1 mM pH 8,0). Foram adicionados 200 pL de solucdo NaOH/SDS (NaOH 0,2 M, SDS
1%), incubando-se por 5 minutos a 37°C. Em seguida, foram adicionados 150 pL de
acetato de sodio 3 M pH 4,8. O tubo foi invertido vérias vezes e centrifugado por 6
minutos a 12.000 xg. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e, a seguir,
foi adicionado isopropanol (3 vezes o volume da amostra). Apds incubacao de 5
minutos a 37°C, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 12.000 xg. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol 75%. Depois de seco, 0
DNA foi suspenso em 50 uL de TE pH 8,0.
3.2.2) Em média escala — Midiprep:

Uma colonia de bactéria transformada com o plasmideo desejado foi
inoculada em 25 mL de meio seletivo (LB adicionado de ampicilina 50 pg/mL) e
incubada a 37°C durante a noite, sob agitacdo. Os plasmideos foram extraidos e
purificados por lise alcalina, utilizando o kit “QlAfilter Plasmid Midi” da Qiagen
3.3) Clonagem empregando a Reacédo de Polimerase em Cadeia (PCR)

3.3.1) PCR:

As reaclOes de amplificacdo foram realizadas em tubos de microcentrifuga de
0,5 mL contendo 1uM de cada oligonucleotideo, 20 a 40 ng de DNA gendmico ou
DNA plasmidial, 2 unidades da enzima Taq Hifi DNA polimerase (Invitrogem) e 2 uL
de uma mistura de desoxinucleotideos (10 mM cada), num volume final de reacéo
de 100 pL. As condicbes das reacOes foram estabelecidas de acordo com os
oligonucleotideos utilizados. Apés o ultimo ciclo, a reacao foi mantida a 72 °C por 5

minutos e, a seguir, a 4 °C até o momento da préxima etapa. Os produtos da reagao
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de PCR foram purificados utilizando o Kit “QIAquick PCR Purification” da Qiagen e
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.
3.3.2) Digestéo de inserto e de plasmideo:

Os produtos amplificados foram submetidos a digestdo com as enzimas de
restricdo, de acordo com o sitio de restricdo gerados pelos oligonucleotideos e
seguindo as condi¢cbes recomendadas pelo fabricante (New England Biolabs). Da
mesma forma, os vetores plasmidiais de interesse foram digeridos em um volume de
20 L, utilizando as condicbes recomendadas para as diferentes enzimas de
restricdo (New England Biolabs).

3.3.3) Desfosforilagao do vetor:

Apos digestao do vetor, foram adicionadas 5-10 unidades de fosfatase alcalina
(CIAP-Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) e a reacdo incubada a 37°C por 30
minutos. A reacdao foi interrompida por aquecimento a 75°C por 10 minutos.

3.3.4) Purificacao de inserto e vetor:

Os produtos de digestao do inserto e do vetor foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 0,8% em TAE (Tris 40 mM, acido acético glacial 0,11% e EDTA 1
mM), contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio. Ao DNA foi adicionado tampéao de
amostra (azul de bromofenol 0,125%, xileno cianol 0,125% e glicerol 50%) e a
solucéo foi aplicada no gel, o qual foi submetido a voltagem de 80 V. O DNA foi
visualizado utilizando luz ultravioleta e a imagem documentada utilizando o aparelho
Alphalmager 2200 (Alpha Innotech Corporation). Os fragmentos desejados foram
purificados utilizando o kit “QlIAquick Gel Extraction” da Qiagen.

3.3.5) Reacéo de ligacao:
Os fragmentos (vetor e inserto), ap0s a purificacdo, foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 0,8% para avaliar a pureza e estimar a concentracao
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dos mesmos. A reacado de ligacéo foi realizada utilizando um volume final de 10 pL,
tampé&o apropriado, um excesso de inserto em relagdo ao vetor (usualmente 10
vezes) e 200-400 unidades de T4 DNA ligase. A reacao foi incubada a 16°C por 4-24
horas.

3.4) Transformagéo bacteriana
3.4.1) Preparo de E. coli competente:

Uma colonia da cepa de E. coli desejada foi crescida em 5mL de meio LB
(extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; triptona 10 g/L) a 37°C, durante a noite e sob
agitacdo. No outro dia, a cultura foi diluida (1:100) em 100 mL de meio fresco e
crescida a 37°C, sob agitacdo até atingir D.O.s00nm=0,3-0,5. A cultura bacteriana foi
resfriada em banho de gelo e centrifugada a 1.600 xg a 4°C por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e as células foram suspensas em 20
mL de cloreto de calcio 100 mM gelado. As células foram incubadas no gelo por 20
minutos. A seguir, a suspensdo bacteriana foi centrifugada a 1.600 xg por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células suspensas em 2-4 mL
de cloreto de calcio 100 mM gelado. Novamente, as células foram mantidas no gelo
por 1-24 horas. A suspensao celular foi congelada em aliquotas individuais de 100-
200 pL a -80°C, em glicerol 20%.

3.4.2) Transformacao:

As células de E. coli competentes estocadas foram descongeladas em banho
de gelo. Em um tubo de microcentrifuga foram adicionados 100 pL das células
competentes e os produtos da reacdo de ligacdo ou 50-250 ng de DNA plasmidial.
Os tubos foram mantidos em banho de gelo por 30 minutos e submetidos ao choque
térmico em banho-maria a 42°C por 2 minutos. A seguir, 1mL de meio LB liquido foi

adicionado ao tubo, o qual foi incubado por 1 hora a 37°C, sob agitacdo. Finalmente,
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as células foram plaqueadas em meio seletivo (meio LB contendo ampicilina 50
pg/mL) e incubadas a 37°C até a obtencéo de coldnias.
3.5) Producéo e purificacdo em larga escala da enzima alcool desidrogenase |

de S. cerevisiae, produzida em bactéria

Uma colonia da linhagem BL21 de E. coli transformada com a construgéo
plasmidial pET28a contendo o gene codificador de ADH1 foi crescida em 50mL de
meio LB liquido com 100 pg/mL de ampicilina e 25 pg/mL de cloranfenicol a 37°C
por uma noite sob agitacdo. Em seguida, a cultura foi diluida para D.O.soonm= 0,1 em
4 L de meio LB liquido com 100 pg/mL de ampicilina e 25 pg/mL de cloranfenicol e
crescida nas mesmas condi¢des até D.O.goonm = 0,6. A expressao do gene que
codifica a proteina de fuséo foi induzida com 0,4 mM de IPTG a 37°C. Apoés 3 horas
de crescimento, as células foram coletadas por centrifugacdo a 4.000xg por 20
minutos a 4°C, lavadas com tampao PBS 1X e estocadas a —80°C.

As células foram descongeladas em gelo e lisadas em tampao de lise
desnaturante (50 mM NaH,PO, pH 8,8 ; 20 mM Imidazol; 300 mM NaCl e 6 M
Uréia). Para a lise, as células foram submetidas a sonicacédo com ciclos de 4,0 s de
sonicacao e 9,0 s de repouso, durante 2 minutos, numa amplitude de 60% a 4°C. O
lisado foi entdo centrifugado a 25.000 xg por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante
submetido aos passos cromatograficos de purificacdo por afinidade. Todos os
passos cromatogréaficos foram executados em cromatégrafo manual.

O extrato bruto foi submetido a uma etapa cromatografica de afinidade em
coluna carregada com niquel (NINTA - Qiagen) de 5 mL. Foi utilizado 50 mM
NaH,PO, pH 8,8, 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl e 6 M Uréia como tampéao de
corrida e 50 mM NaH,PO4 pH 8,8, 250 mM Imidazol, 300 mM NaCl e 6 M Uréia

como tampdao de elui¢do. Aliquotas das fracGes obtidas foram analisadas por SDS-
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PAGE e coloracdo por Coomassie Blue. Nessa andlise, a amostra da proteina final
foi considerada pura (maior que 95%).

Para o refolfing, as fracdes obtidas da cromatografia anterior que continham a
proteina de fusdo 6xHis-Adhldesnaturada ( 0,5mg/mL) foram reunidas e submetidas
a didlise seriada a 4°C, realizada em membrana SpectraPor (Spectrum) com poro de
selecdo de 12-14.000 Da, contra 2L de tampéao de refolding ( 10 mM Tris-HCI pH
8,5; 0,1mM DTT; 10 uM ZnCly contendo concentra¢do decrescente de uréia ( 4M,
2M, 1M e OM de uréia).

3.6) Dicroismo circular

A proteina alcool desidrogenase | de S. cerevisiae, purificada por afinidade em
condicGes desnaturantes e renaturada atraves de dialise seriada com concentracdes
decrescentes de uréia, foi submetida a ensaios de dicroismo circular no Instituto de
Biofisica da UNESP de Sao José do Rio Preto, com a colaboracdo do Prof. Dr.
Marcelo Andres Fossey e da Profa. Dra. Fatima Pereira de Souza, responsaveis
pela coleta e andlise dos dados. Os experimentos de dicroismo circular foram
realizados no espectropolarimetro Jasco J-710 equipado com controle de
temperatura (Japan Spectroscopic Co.). Os espectros de dicroismo circular na
regido do UV distante (190 - 250 nm) foram obtidos utilizando-se uma cubeta de
guartzo de 0,1 cm de caminho O6tico, a uma concentracdo de 0.031 mg/ml de
proteina em tampdo 10mM Tris-HCI pH7,2. Todos os espectros de dicroismo circular
foram corrigidos pela contribuicdo do tampéao utilizado e as elipticidades observadas
foram transformadas em elipticidade molar por residuo [©].

A curva de desnaturacdo térmica foi obtida monitorando as mudancas na
elipticidade no comprimento de onda de 222 nm, variando a temperatura em 0,25 +/-

0,005 °C/min, de 20 a 70°C.


http://www.ibilce.unesp.br/departamentos/fis/docentes/marcelo.php
http://www.ibilce.unesp.br/departamentos/fis/docentes/marcelo.php
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3.7) Atividade enzimatica da proteina alcool desidrogenase | de S. cerevisiae,
purificada de bactéria

O ensaio da atividade da Adhl foi realizado conforme descrito por Racker
(1955), baseada na conversdo enzimatica do etanol a acetaldeido através de reacéo
de 6xido-reducédo, tendo o NAD+ (Nicotinamide adenine dinucleotide) como aceptor
de elétrons. A atividade da enzima frente ao etanol foi feita pela diferenca da
absorbancia a 340 nm, por minuto, entre o ensaio e o controle correspondente
(reacdo sem a presenca da enzima). A reacao foi realizada utilizando-se a seguinte
mistura: 0,5 mL solucdo tampéo pirofosfato de sédio 0,06 M, pH 8,8; 0,1 mL de
etanol 3 M; 0,1 mL de NAD+ 0,015 M; 0,1 mL da enzima Adhl purificada e 2,2 mL
agua completando um volume final de reacédo de 3,0 mL em cubeta de quartzo. A
reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima purificada e a formacdo do NADH foi
acompanhada espectroscopicamente a 340 nm. A absorbancia foi correlacionada
com concentracdo usando-se o coeficiente de absortividade molar do NADH de 6,22
x 10° M*cm™. Um controle contendo todos os reagentes do ensaio, exceto o
substrato, que foi substituido por agua destilada, foi preparado e procedeu-se a
leitura da absorbancia a 340 nm. Os valores do ensaio controle foram subtraidos dos
valores obtidos para o ensaio enzimatico e as diferencas foram utilizadas para a
obtencao das curvas de tempo.

Uma unidade de atividade (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima
que produziu 1 pymol de NADH por mL de enzima por minuto de acordo com as
condicbes de ensaio, que foram realizados em triplicata para cada amostra. A
atividade da enzima foi expressa como a quantidade de NAD+ reduzido em 1 minuto

por mL de extrato e os célculos foram obtidos utilizando-se a seguinte férmula:
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U/mL - AA, V , dil.

ﬂtxgxdxv

Onde:

AA = diferencga de absorbancia a 340 nm;

V = volume total do ensaio (mL);

dil = diluicéo;

At = variagédo de tempo (minuto);

€ = coeficiente de absortividade molar do NADH,;

d = caminho optico (cm);

v = volume de amostra no ensaio (mL).

A atividade especifica (U/mg) foi calculada através do quociente da atividade

(U/mL) e pelo conteudo protéico (mg/mL).

3.8) Quantificacéo de etanol

A determinacao do etanol foi ensaiada segundo Gattas et al. (2002). O método
baseia-se na conversédo enziméatica do alcool etilico a acetaldeido e NADH, atraves
de reacdo de Oxido-reducédo, tendo o NAD+ como aceptor de elétrons. A reacao
ocorre a pH 8,8 com o equilibrio deslocado para a formacdo do acetaldeido pela
reacdo do mesmo com semicarbazida. O Tubo R onde ocorreu a reacao enzimatica
completa foi preparado da seguinte forma: 0,1 mL de NAD+ 0,015 M; 0,04 mL de
amostra (bebidas alcodlicas) diluida 2000 vezes; 0,5 mL de pirofosfato de sodio
0,13M pH 8,8, 0,1 mL de semicarbazida 0,079 M e 0,1 mL de glicina 0,024 M, 0,5U

da enzima Adhl purificada e 1,1 mL de agua.
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Uma curva padréo para a dosagem do etanol foi construida utilizando solu¢des
de etanol em diferentes concentragdes. O Tubo P diferiu do Tubo R por conter
solucdo padréo do etanol (concentracéo final no Tubo R ao redor de 6,9 x 103 g. L™)
no lugar da amostra, sendo que o Tubo Br-e foi preparado para conter agua no lugar
da amostra (controle da preparacdo enzimatica). A reacdo enzimatica foi iniciada no
tempo zero com a adi¢do da preparacao enzimatica e a reacdo procedeu por 5 min a
temperatura ambiente. As diferencas entre as absorbancias (340 nm) das solucbes
dos tubos R e Br-e (AR — ABr-e), bem como, a diferenca entre o Tubo P e o tubo Br-
e (AP - ABr-e) foram obtidas e utilizadas na determinag&o da concentragdo do etanol

utilizando-se a seguinte equacao:

C gl= (AR=Apre) xV x dil. x _1_x C x PM etanay
(Ap - Agre) v
Onde:
C = concentracao do etanol em g/L;
(AR — ABr-e) = Abs. amostra — Abs. branco;
(AP - ABr-e) = Abs. padrédo — Abs. branco;
V = volume da reacgéo (mL);
dil. = diluicdo da amostra;
v = volume da amostra (mL);
¢ = concentracdo do padrédo na cubeta (M);

PM = massa molecular do etanol
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1) Clonagem do gene codificador da enzima é&lcool desidrogenase | de S.
cerevisiae (ADH1) no vetor de expresséao de bactéria pET28a

O gene codificador da enzima éalcool desidrogenase | (ADH1) foi inicialmente
amplificado por PCR utilizando como molde DNA gendmico de S. cerevisiae. Em
seguida, tanto o produto de PCR como o vetor pET28a foram submetidos a digestéo
com as enzimas EcoRI e Xhol (painel A da Figura 1) e unidos através da reacdo de
ligacdo utilizando T4 DNA ligase. Apos transformacdo do produto de ligacdo na
linhagem DH5a de E. coli, quatro clones obtidos foram submetidos a checagem de
clonagem como apresentado no painel B da Figura 1. Para isso, inoculos individuais
de quatro clones foram feitos em 5mL de meio LB contendo 100 pg/mL de Ampicilina
e grande quantidade de plasmideo foi produzido e purificado. Em seguida, os
plasmideos correspondentes a cada clone foram submetidos a digestdo com as
enzimas de restricdo EcoRI e Xhol, mesmas enzimas utilizadas na obtencdo dos
clones. Como pode ser observado no painel B da Figura 1, os clones 2 e 3 foram
positivos pois liberaram na digestdo um fragmento de aproximadamente 1700pb,
tamanho correspondente ao gene codificador da enzima alcool desidrogenase de S.
cerevisiae.
4.2) Checagem da producéo e solubilidade da enzima alcool desidrogenase |
de S. cerevisiae, produzida em bactéria

Inicialmente, a linhagem BL21 de E. coli foi transformada com a construcao
plasmidial pET28a-ADHL1 (clone 2) e crescida em 3 mL de meio LB liquido contendo
100 pg/mL de ampicilina e 25 pg/mL de cloranfenicol a 37°C por uma noite sob
agitacdo. Em seguida, a cultura foi diluida para D.O.g00nm = 0,1 em 50 mL de meio LB

liquido com 100 pg/mL de ampicilina e 25 pug/mL de cloranfenicol e crescida nas



24
mesmas condi¢bes até D.O.goonm = 0,6 (Fase logaritimica de crescimento). A
expressdo do gene que codifica a proteina de fusdo foi induzida com 0,4 mM de
IPTG a 37°C por 3 horas. Apés a inducdo da expressdo génica, as células foram
coletadas por centrifugacao a 4.000 xg por 20 minutos a 4°C, lavadas com tampéao
PBS 1X e estocadas a —80°C. Para a checagem da producdo da proteina de
interesse, as células foram descongeladas em gelo e lisadas em tampao
desnaturante (50 mM NaH,PO,4 pH 8,8; 20 mM Imidazol; 300 mM NaCl e 6 M Uréia).
O lisado foi entdo centrifugado a 25.000 xg por 30 minutos a 4°C e tanto o
sobrenadante como o precipitado foram avaliados por SDS-PAGE. A Figura 2
apresenta essa analise por SDS-PAGE onde pode-se obsevar a producdo da
enzima alcool desidrogenase | em 1, 2 e 3 horas ap0s indu¢do com IPTG (canaletas
3 a 5). Também verifica-se que na condicdo de lise apresentada a proteina alcool
desidrogenase | apresenta-se soluvel (canaleta 6) sendo possivel sua futura

purificacdo por cromatografia de afinidade. Apesar de inUmeras tentativas, néo foi

possivel obter a proteina alcool desidrogenase | soliuvel em condicbes nao

desnaturantes (sem a utilizacdo de uréia no tampéo de lise), sendo necessario
purifica-la na sua forma desnaturada.
4.3) Purificacdo em larga escala da enzima alcool desidrogenase | de S.
cerevisiae, produzida em bactéria

Com o proposito de obter grande quantidade da enzima alcool desidrogenase
de S. cerevisiae funcional, a producdo em larga escala da proteina recombinante foi
realizada em bactéria e esta foi purificada, como descrito na metodologia. Apos a
lise celular por sonicacédo e clarificacdo do lisado por centrifugacdo, o extrato foi
submetido a cromatografia de afinidade utilizando coluna NINTA (Qiagen). A Figura

3 apresenta as etapas dessa purificacdo, onde pode-se verificar que varias fracdes
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contém a proteina alcool desidrogenase | pura fusionada a 6 histidinas. Apés
purificacdo, o volume total de eluicdo (30mL), contendo 20 mg da proteina alcool
desidrogenase | desnaturada, foi submetido a renaturacdo através de uma
sequéncia de 4 didlises de 6 horas cada, a 4°C, contra 2 L de tamp&o 10 mM Tris-
HCI pH 8.5; 0.1 mM DTT; 10 puM ZnCl, contendo concentragdo decrescente de uréia
(4M, 2M, 1M e OM de uréia).

A fim de verificar se a proteina purificada apresentava estruturas secundarias
apos a didlise seriada de renaturacao, esta foi submetida ao ensaio de dicroismo
circular. O dado obtido por essa técnica fornece uma medida estimada do conteudo
de estruturas secundarias existentes na proteina, resultado que pode ser comparado
com a estrutura ja determinada por cristalografia da alcool desidrogenase | de S.
cerevisiae, depositada no banco de dados Protein Data Bank (PDB-2HCY). Para
isso, amostras da proteina 6xHis-adhl purificadas foram enviadas para o Instituto de
Biofisica da UNESP de S&o José do Rio Preto, onde os ensaios foram realizados
com a colaboracdo do Prof. Dr. Marcelo Andres Fossey e da Profa. Dra. Fatima
Pereira de Souza.

O perfil obtido para a proteina 6xHis-Adhl evidenciou um predominio de
estruturas secundarias a-hélices (46%), com 30% de estruturas irregulares e 24% de
estruturas B (resultados ndo mostrados), confirmando dados anteriormente descritos
(PDB-2HCY). Em posse desses dados, foi realizado também um ensaio de
estabilidade estrutural dessa proteina por desnaturacdo térmica e analise de suas
estruturas secundarias no comprimento de onda de 222 nm. Sob variacdo de
temperatura de 20°C a 70°C foi possivel constatar que a proteina 6xHis-Adh1l sofre
nenhuma ou pouca modificacdo estrutural até 30°C e que a partir de 44°C metade

das moléculas de 6xHis-Adhl estdo desnaturadas e inativas (Figura 4). Esse dado


http://www.ibilce.unesp.br/departamentos/fis/docentes/marcelo.php
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indica que a enzima alcool desidrogenase | purificada é estavel a temperatura
ambiente, sendo possivel utiliza-la em testes de atividade nessa temperatura.

4.4) Atividade enzimética da proteina alcool desidrogenase | de S. cerevisiae,
purificada de bactéria

O ensaio de atividade enzimética da proteina alcool desidrogenase | purificada
foi realizado conforme descrito na metodologia apresentada, baseada na conversao
enzimatica do etanol a acetaldeido através de reacdo de Oxido-reducédo, tendo o
NAD+ como aceptor de elétrons. A atividade do extrato frente ao etanol foi feita pela
diferenca da absorbé&ncia a 340 nm, por minuto, entre o teste e o controle
correspondente, como pode ser observado na Figura 5.

Como esperado, no painel A da Figura 5 verifica-se que o aumento da
atividade da enzima 6xHis-Adhl € proporcional ao aumento de sua quantidade no
ensaio. No entanto, 0 mesmo néo ocorre com relacdo ao tempo (painel B da Figura
5). Pode-se observar que nao existe diferenca significativa entre reacbes com
duracdo de 1 a 90 minutos, sendo possivel afirmar que a proteina 6xHis-Adhl
purificada € capaz de converter etanol a acetaldeido a partir de 1 minuto de reacéo.

O mesmo teste de atividade também foi realizado apds estocagem da enzima a
4°C (geladeira) ou a — 20°C (congelador), por até cento e vinte dias. Como pode ser
observado no painel C, existe drastica reducéo de atividade enzimatica ja apés dez
dias de estocagem a 4°C, atividade que é completamente perdida apés 30 dias
nessa condicdo. No entanto, a estocagem da enzima a - 20°C (congelador) permitiu
gue sua atividade fosse mantida a pelo menos cento e vinte dias, tempo maximo

analisado.
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4.5) Quantificacdo enzimética de etanol utilizando alcool desidrogenase | de
S.cerevisiae, purificada a partir de bactéria

Seguindo o protocolo estabelecido em Gattas et al. (2002), é possivel verificar
no painel A da Figura 6 que o método de quantificacdo de etanol apresentou
sensibilidade ja em 5 yM no tubo de dosagem apds 2 minutos de reagdo, o que
equivale a uma solucéo padréo de etanol de 2,3 x 10~ g/L.

A quantificacdo de etanol em diferentes bebidas alcodlicas também foi
realizada seguindo o mesmo protocolo apresentado, com a utilizacdo de 0,5 U de
6xHis-Adhl purificada. Como pode ser observado no painel B da Figura 6, as
amostras foram diluidas 2000 vezes e foi observado um desvio maximo de apenas

0,4%, quando comparados com as especificacdes do produtor.
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Figural. Clonagem do gene codificador da enzima alcool desidrogenase de S. cerevisiae ( ADH1)
no vetor de expressdo de bactéria pET28a. (A). Apresentacdo do mapa do vetor pET28a com seus
sitios de restricdo. O gene ADHL1 foi inserido entre os sitios EcoRI1 e Xhol. (B) Checagem da insercéo
do gene ADH1 no vetor pET28a através da andlise das digestdes dos clones obtidos por gel de
agarose. As canaletas 3 e 4 apresentam os clones que liberaram o gene ADH1 apds digestdo com

EcoRlI e Xhol, confirmando a clonagem. A canaleta 1 apresenta o0 marcador de tamanho de DNA.
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Figura 2. Checagem da produgdo e solubilidade da enzima alcool desidrogenase de S.
cerevisiae, produzida em bactéria. Amostras referentes ao teste de produ¢do e solubilidade
foram separadas por SDS-PAGE e coradas por Coomassie Blue. Aliquotas da cultura bacteriana
antes (canaleta 2) e apods inducdo com 04mM IPTG (canaletas 3 2 5). As canaletas 6 e 7
apresentam a proteina no sobrenadante & no precipitado, respectivamente. A seta indica a
proteina alcool desidrogenase. A canaleta 1 apresenta o marcador de peso molecular de
proteina.
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Figura 3. Purificacdo em larga escala da enzima alcool desidrogenase de S. cerevisiae,
produzida em bactéria. (A) Cromatograma de purificacdo de 6xHis-Adhl em coluna de afinidade
carregada com niguel. A linha azul representa a absorbadncia a 280 nm e a verde a porcentagem
do tampdo de eluicdo (contendo alta concentracdo de imidazol). As fracbes protéicas estdo
indicadas em vermelho. (B) Analise das fragbes coletadas da cromatografia anterior. Amostras
foram separadas por SDS-PAGE e coradas por Coomassie Blue. A primeira canaleta contém o
padrdo de massa molecular de proteina {Invitrogen). A fracdo 3 contém proteinas ndo ligadas a
coluna (FT = “Flowthrough®), a fraco 16 corresponde a Gitima da lavagem da coluna antes da

eluicdo da proteina fusionada a 6 histidinas, apresentada nas fracdes de 193 25.
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Figura 4. Desnaturacdo térmica da enzima alcool desidrogenase purificada. Andlise da
estahilidacde térmica da enzima purificada através de alteragdes na sua elipticidade no
comprimento de onda de 222nm, s0b variagdo de temperatura (20°C — 70°C). Tm corresponde a
temperatura de melting, temperatura na qual 50% das moléculas de BxHis-Adhl estdo

desnaturadas e inativas.
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Figura 5. Atividade enzimatica da proteina alcool desidrogenase de 5. cerevisiae, purificada
de bactéria. [A) Teste de atividade da enzima purificada em diferentes quantidades. (B) Variacao
da atividade da enzima com o tempo. (C)} Atividade da enzima apds deferentes condictes de

estoCagem.
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Cerveja Brama 48 48+-02
Cerveja Antartica 4.6 46+-03
Whisky J&L 40 395+-04
Aguardents Ypidea 30 41 +-03

Figura 6. Quantificacio enzimatica de etanol wutilizando aleool desidrogenase de
S.cerevisine, purificada a partir de bactéria. (A) Teste de afividade da enzima em diferentes
concentragdes de etancl Condigdo do ensaie: sclugBe tampéo (contendoe pirofosfato de soadio 0,13
ML semicarbazida 0,079 M e glicina 0,024 M, pH 28.8); NAD+ 0,013 M etanol (5 a 300 uM) e a
enrima SxHis-adhl purificada. B? 09347 (B) Doseamento do etanol presente em diferentes

bebidas através da utlizagio da enzima alcos] desidrogenase purificada.
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5. CONCLUSOES

Através da tecnologia do DNA recombinante, foi possivel clonar o gene
codificador da enzima alcool desidrogenase | de S. cerevisiae em um vetor de
expressdo de bactéria. A proteina alcool desidrogenase | ativa, em fusdo com seis
histidinas, p6de entédo ser produzida em larga escala (10 mg de enzima por litro de
cultura bacteriana) e purificada pela técnica de cromatografia de afinidade que, além
de ser simples e rapida, também apresenta baixo custo.

A enzima obtida apresentou boa atividade biolégica in vitro, demonstrando
sensibilidade na deteccdo de até 2,3 x 10™ g/L de etanol em 2 minutos. Essa
caracteristica possibilita que a enzima alcool desidrogenase | purificada seja
utilizada em um kit rapido e barato de quantificacdo enzimatica de etanol, ferramenta

importante na industria cosmeética, alimenticia e de combustivel.
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