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Resumo

Neste trabalho a engenharia gené-
tica foi utilizadapara elucidar a impor-
tância da via metabólica da enzima
serinahidroximetil transferase (SHMT)
provenientededuasbactérias lácticas,
Streptococcus thermophilus e Lacto-
coccus lactis, na formação de ácido
fólico. O gene glyA (que codifica a
enzima SHMT) teve sua expressão
otimizada no sistema NICE e, conse-
qüentemente,observou-seumaumen-
tonaproduçãoda enzimaSHMT,pro-
porcional ao nível de indução com
nisina. Esta superproduçãodaenzima
foi observada de duas maneiras: em
gel de poliacrilamida (noqual visuali-
za-seumclaroaumentonabandacom
46kDa) e pelo aumento da atividade

enzimática.Cultivando-seas linhagens
de L. lactis com superexpressão do
geneglyAemmeioGM17, foi observa-
doumaumentosignificativodaprodu-
ção de ácido fólico, proporcional ao
nível de indução com nisina, confir-
mandodestamaneira o envolvimento
da SHMT no metabolismo de ácido
fólico.

Introdução

O ácido fólico é uma importante
vitamina do complexo B (B9) que
contribui no combate à anemia, na
regeneração celular emelhora a insu-
ficiênciacardiovascular (devidoàsubs-
tancial quedano teor dehomocisteína
noplasma).A suplementaçãodeácido
fólicodurante a gravidez foi associada

Figura1. PlasmídeopNZStglyA, deriva-
do do vetor pNZ8148 (NIZO Food
Research), construídopara promover o
aumento da expressão do gene glyA de
S. thermophilus B130 sob controle do
P
NIS
, em L.lactis NZ9000. Onde: repA =

origem de replicação; repC = repressor;
cm= gene de resistência ao antibiótico
cloranfenicol, T = terminador de transcri-
ção e em azul o P

Nis
= promotor da

nisina
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ao baixo risco de defeitos no tubo
neural favorecendo, assim, o desen-
volvimento saudável do bebê. Esta
vitamina possui um importante papel
na redução da incidência de câncer,
devidoa sua atuação comocofator em
reações envolvendo transferência de
carbonosprimários(Lin&Young,2000).

Oácido fólicopodeserencontrado
em diversos alimentos, tais como: fo-
lhas verdes, carnes, aves e produtos
lácteos.O leite e os leites fermentados
representamuma importante fonte de
ácido fólico, porém a pasteurização
pode reduzir o teor desta vitamina no
leite (Scott, 1989). As bactérias lácticas
podemserutilizadasemfermentações
para aumentar o conteúdo desta vita-
mina. Alémde S. thermophilus,outras
bactérias lácticas tambémsão capazes
de produzir elevados teores de ácido
fólico, comopor exemplo, Lactobaci-
llus acidophilus (Lin & Young, 2000).

Enquanto no leite existe de 20 a
60µg/L de ácido fólico,
em leites fermentados,
como por exemplo o io-
gurte, os níveis podem
chegar a 200µg/L, de-
pendendodascondições
dearmazenamentoedas
linhagens utilizadas. O
teor final de ácido fólico
depende principalmen-
te da linhagemde Lacto-
bacillus delbrueckii
subsp.bulgaricus (L.bul-
garicus) utilizada, uma
vezqueessabactériacon-
some o ácido fólico pro-
duzidodurantea fermen-
taçãopela outra bactéria
lácticado iogurte,S. ther-
mophilus (Wouters etal.,
2002).

A enzima serina hi-
droximetil transferase
(EC.2.1.2.1.), também
chamada de treonina al-
dolase (Weeb, 1992),
codificadapelogeneglyA
(Liu et al., 1998), está
envolvida nometabolis-
mo de ácido fólico em
todos os organismos
como, também, na bios-
síntesedeglicinaemani-
mais,plantasemicrorga-
nismos (Ogawa et al.,

2000). Segundo Blakley (1969), essa
enzima é essencial na regeneraçãodo
composto tetrahidrofolato, a partir da
sua formametilada (5,10-metileno te-
trahidrofolato) e catalisando a síntese
de glicina e 5,10-metileno tetrahidro-
folato, apartir de serina e tetrahidrofo-
lato (THF).

Esta reação é muito importante,
pois é a maior fonte dos grupos de
carbonosprimários (C

1
), fundamentais

para diversas reações. O composto
5,10-metileno tetrahidrofolatoeassuas
formas reduzida e oxidada são reque-
ridos em reações nas quais existe a
necessidadede transferênciadecarbo-
nos primários, comopor exemplo: na
biossíntese de compostos contendo
grupos metil, anéis biossintéticos de

purinas,denovo timidilato,metionina,
lipídeos eoutros compostos especiais
(Blakley, 1969).

A engenharia genética vem sendo
utilizadapara aobtençãode linhagens
microbianas comdiferentes caracterís-
ticas, com o objetivo de melhorar,
intensificar ou conferir propriedades

desejáveis aos alimentos, levando ao
desenvolvimento de novos produtos,
de acordo com as necessidades dos
consumidores. As bactérias lácticas,
largamente utilizadas na indústria ali-
mentícia e, em especial, no setor de
laticínios, constituem um alvo ideal
para a utilização de engenharia meta-
bólica uma vez que possuem: (1) um
metabolismo relativamente simples,
basicamenteconvertendooaçúcar em

ácido láctico; (2) viasmetabó-
licas relativamente bem co-
nhecidas; (3) genomas de al-
gumas espécies já seqüencia-
dos e vários outros em anda-
mento e (4) uma longa histó-
ria de uso seguro na indústria
de alimentos (Kleerebezem
et al, 2000).

Omercado dos alimentos
funcionais tendeacrescercada
vezmais, assimcomoabusca
poralimentosnutritivose sau-
dáveis. A produção de leites
fermentados com teor eleva-
do de ácido fólico é muito
interessante para essemerca-
do e as bactérias lácticas utili-
zadasna fermentaçãopodem
aumentar o valor nutricional
destes produtos. O objetivo
deste trabalho foi construir li-
nhagens de L. lactis com su-
perexpressão do gene glyA
(quecodificaaenzimaSHMT)
para estudar o envolvimento
dessa enzima no metabolis-
mo de ácido fólico.

Material &Métodos

Os genes glyA da linha-
gemB130 de S. thermophilus
e da linhagem MG1363 de L.
lactis foram obtidos direta-

Figura2.Plasmídeo pNZLlglyA, derivado do
vetor pNZ8148 (NIZO Food Research), construído
para promover o aumento da expressão do gene
glyA de L. lactis sob controle do P

NIS
, em L.lactis

NZ9000. Onde: repA = origem de replicação;
repC = repressor; cm= gene de resistência ao
antibiótico cloranfenicol, T = terminador de trans-
crição e em azul o P

Nis
= promotor da nisina
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mente apartir doDNAcromossômico
por meio de uma reação de PCR (Po-
lymeraseChainReaction). Estes genes
foram clonados no vetor comercial
pGEM-T (Promega, Madison/EUA)
gerando os plasmídeos pLlglyA (glyA
da linhagem MG1363 de L. lactis) e
pStglyA (glyA da linhagemB130 de S.
thermophilus). Subseqüentemente, as
seqüências destes genes foram deter-
minadasutilizando-seo seqüenciador
automático ALFred (Automatic Laser
Fluorescent DNA Sequencer da Pha-
maciaBiotech).As reaçõesde seqüen-
ciamento foramrealizadas comumKit
comercial (AutoreadSequencing,Pha-
macia Biotech), de acordo com as
instruçõesdo fabricante.

O sistema NICE (NICE SYSTEM®)
desenvolvidoepatenteadopeloNIZO
Food Research (Ruyter et al., 1996) é
umsistemade expressãodeproteínas
induzidopor nisina.Os genes glyAde
S. thermophilus e de L. lactis presen-
tes nos plasmídeos pLlglyA epStglyA,
foram obtidos por meio de digestão
com as enzimas XbaI e BspHI e inse-
ridos no vetor pNZ8148, sob controle
dopromotor danisina, resultandonos
plasmídeos: pNZLlglyA (Figura 1) e
pNZStglyA (Figura 2). Células compe-
tentes de L. lactis (linhagem NZ9000)
foram transformadas por eletropora-
ção, comestesdoisplasmídeos, geran-

doas linhagensmutantesLlglyALl (com
superexpressão do gene glyA de L.
lactis) eLlglyASt (comsuperexpressão
do gene glyA de S. thermophilus).

AexpressãodogeneglyA foi regu-
ladapormeioda induçãocomdiferen-
tes concentrações denisina (0; 0,1ng/
ml; 0,6ng/ml e 3ng/ml). Após indu-
ção, foram preparados extratos enzi-
máticosnosquais verificou-sea super-
expressãodogene glyApela (1) deter-
minação da atividade enzimática de
SHMT,pormeioda conversãode seri-
na em glicina (Schirch &Gross, 1968)

e (2) aplicaçãodestes extratos emgéis
depoliacrilamidaSDS-PAGE(Laemmli,
1970).

A concentração de ácido fólico foi
determinada por método desenvolvi-
do pelo Nizo Food Research segundo
Moloy& Scott (1997); Horne&Patter-
son (1988) e Phillips &Wrigth (1982 e
1983). Este método consiste em en-
saiomicrobiológico, noqual utiliza-se
uma linhagem de Lactobacillus casei
auxotrófica para ácido fólico. A con-
centração de proteína dos extratos
protéicos foi determinada utilizando-
se umkit Bio-RadGmbH(Alemanha),
baseadonométododeBradford (Bra-
dford, 1976).

Resultados & Discussão

Com o experimento NICE, após
indução com nisina, foi constatada a
superexpressão do gene glyA, com
conseqüente superprodução da enzi-
ma SHMT de S. thermophilus e L.
lactis, que foi observada de duas ma-
neiras: em gel de poliacrilamida (no
qual visualiza-seumclaro aumentona
banda com46kDa) epelo aumentoda
atividade enzimática de SHMT, deter-
minada por meio da conversão do
aminoácido serina em glicina (Figura
3).

Cultivando-se as linhagens de L.
lactis com superexpressão do gene
glyAemmeioGM17, foiobservadoum
aumento significativodaproduçãode
ácido fólico, proporcional ao nível de
indução com nisina (Figura 4) confir-

Figura 3.Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)mostrando o aumento
da produção da enzima SHMT em L. lactis NZ9000 contendo o gene
glyA de S. thermophilus sob controle do promotor da nisina e deter-
minação da atividade SHMT (conversão de serina em glicina) nos
diversos níveis de indução. Uma unidade da atividade SHMT
corresponde à formação de um ηmol de glicina por minuto de reação
por miligrama de proteína no extrato enzimático

Figura4. Produção de ácido fólico pela linhagem LltglyASt,
nos diferentes níveis de indução comnisina
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mando, destamaneira, o envolvimen-
to da SHMT nometabolismo de ácido
fólico, como jáhavia sido indicadopor
Cossins & Chen (1997) e Ogawa et al.
(2000).

Sumarizandoos resultadosobtidos
neste trabalho, os genes glyA de S.
thermophilus e de L. lactis foram iso-
lados, seqüenciados e clonados em
linhagensdeL. lactis.Nas linhagensde
L. lactis com superexpressão do gene
glyA foi observado um incremento na
produção de ácido fólico (Figura 5).

Os conhecimentos obtidos ao lon-
go deste trabalho podem contribuir
paramelhorar as características tecno-
lógicas de linhagens de L. lactis, assim
como também de S. thermophilus,
visandoaproduçãode leites fermenta-
dos e/ou iogurtes com teor de ácido
fólico elevado, aumentando, deste
modo,ovalornutricionaldesteprodu-
to. Para que os conhecimentos adqui-
ridos comeste estudopossamreverter
embenefícios para a indústria alimen-
tícia, os genes glyAde S. thermophilus
e de L. lactis devem ser clonados em
um vetor de grau alimentício (Food
grade), ou seja, sem o gene de resis-
tência ao antibiótico e contendo so-
mente seqüências deDNAprovenien-
te destesmicrorganismos.
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Figura 5. Ilustração do gene glyA no NICE SYSTEM (NIZO Food
Research), sob o controle do P

Nis
com aumento da produção da enzima

serina hidroximetil transferase e de ácido fólico


