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ABSTRACT

A genetically-modificd strain of Succharomyces cerevisiae (W303-181), able to overexpress glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH), has been cultivated batchwise at different temperatures (20 < 7 < 43°C) and the experimental
data of G6PDH activity and biomass concentration have been used to estimate the thermodynamic quantitics of both
activation and thermal inactivation of this system. A new thermodynamic approach, describing both cenzyme synthesis
and thermal inactivation as instantancous cquilibria, has been followed to justify the peculiar overall three-phase

behaviour observed in this work for G6PDH activity.

1. INTRODUCAO

A Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) é
uma  enzima  particularmente  abundante  em
Saccharomyces cerevisiae, que se usa como marcador
ou reagentc em diversas analises enzimaticas
(Bergmeyer, 1984). Por isso, a sua produgio associada
ao crescimento da levedura estd suscitando crescente
interesse.

A G6PDH  tem  sido  recentemente
superproduzida através de uma variedade modificada
geneticamente de S. cerevisiae (Lojudice et al., 2001),
obtida clonando a seqiiéncia da G6PDH sob o controle
dos promotores PGKl ¢ GALI-PGK1 (GPF)
desregulados mediante a fontc de carbono. Num
trabalho anterior foi demonstrado que a temperatura
Otima para a atividade da G6PDH na cepa selvagem ¢
35°C (Abrahdo-Neto et al., 1997), enquanto nido existe
alguma indicagdo acerca da influéneia deste parametro
sobre sua atividade na variedade modificada
gencticamente,

Estc microrganismo tem sido cultivado neste
trabatho a temperaturas variaveis entre 20 e 43°C com o
objetivo de executar um estudo cinético e
termodindmico sobre a atividade da G6PDH. Usou-se o
modelo de equilibrio termodindmico proposto por Roels
(1983) para descrever o padrdo de inativagdo térmica ¢
de biossintese da G6PDH no S. cerevisiae W303-181.

2. MATERIAIS E METODOS

Os métodos de construgiio do plasmidio, as
técnicas de engenharia genctica, o isolamento do RNA ¢
a ‘"northern hybridization” tem  sido  recentemente
descritos por Lojudice ¢t al. (2001). A varicdade
modificada geneticamente de Saccharomyees cerevisiac
W303-181 foi gentilmente fornecida pelo Laboratorio
de Bioquimica da Universidade de Sao Paulo.
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As células cram transferidas em tubos de ensaio
inclinados contendo 15.0 g/l agar, 20.0 ¢/l glicose, 7.4
¢/l Yeast Nitrogen Base, 20 mg/l adenina, 20 mg/l L-
triptofano, 20 mg L-histidina, 20 mg/l uracila. ¢ eram
guardadas a 4°C. A células crescidas a 30°C durante 24
h eram transferidas em frascos de 250 ml contendo 50
ml do mcio acima mencionado sem agar e precultivadas
a 150 rpm e 30°C durante 24 h num agitador rotativo.

Os cultivos descontinuos  foram  conduzidos
durante 27 h a diversas temperaturas (20 < T < 43°(C)
nas condigdes Stimas de concentragdes de glicose (20.0
/1) e biomassa (0.1 g/l) previamente determinadas por
este sistema. Neste proposito foram usados 100 ml do
melo acima mencionado sem agar e contendo tampio
acctato 0.1 M a pH 5.7 em frascos de Erlenmeyer de
500 ml agitados a 150 rpm. As amostras retiradas ao
longo de cada ensaio eram usadas para a determinacio
das concentragdes de glicose, etanol ¢ biomassa assim
como da atividade enzimatica.

A concentragio celular era determinada através
da densidade otica a 600 nm usando-se uma curva
padrdo. As concentragoes de glicose ¢ etanol eram
determinadas  respectivamente  mediante  um kit
enzimatico GOD/POD  (Laborlab, Guarulhos) e o
método de retrotitulagio do dicromato (Joslyn, 1970).
Para a atividade da GO6PDH, as cclulas, uma vez
suspendidas em 50 mM tampao Tris-HCl (pH 7.5)
contendo 5.0 mM MgCl2, 10 mM b-mercaptoetanol, 2.0
mM 4cido amino-caproico, 1.0 mM fenilmetilsulfonil
fluorcto ¢ 0.2 mM EDTA, cram rompidas em vortex em
presencga de bolinhas de vidro com didmetro de 0.5 mm
¢ a mistura era mantida a menos de 10°C. Apos
centrifugaciio a 8720xg por 30 min a 4°C, a atividade da
GOPDIH cra determinada espectrototometricamente (1 =
340 nm) no sobre-nadante. através da reducio continua
de NADP a 30°C (Bergmever, 1984,



3. MODELO TERMODINAMICO

O incremento de velocidade de uma reagio
enzimdtica com a temperatura, descrito pela equacio de
Arrhenius, € contrastado por uma progressiva reduciio.
chamada “inativagdo térmica", devida a distorcio da
enzima, induzida pela agitagdo térmica, em relagio a
conforma¢io  biologicamente ativa. Estc
mento  foi modelado por Roels (1983) através da
"aproximacdo termodindmica” que supde a ocorréncia
de um equilibrio instantineo de inativacio reversivel
entre as formas ativa, E, e inativa, I, da enzima.
Substituindo a expressdo da constante deste equilibrio,
KD, em funciio de E na equagio de Michaelis-Menten ¢
considerando a teoria do complexo ativado € a equacio
de Gibbs, obtém-se a relagdo proposta por Roels {1983),
que contém, além da entalpia de ativaciio (DH#) ¢ da
variagdo de entalpia do equilibrio de inativacio térmica
(DH®), também as relativas contribuigdes entropicas A
e B.

comporta-

Em condigdes de¢ controle termodinidmico
devido a sintese enzimatica, a concentragio do
biocatalizador depende fortemente de sua velocidade.
Assumindo por simplicidade que a sintese enzimatica
possa ser descrita por um equilibrio endotérmico, a sua
contribuigdo positiva & concentragio da enzima deve ser
considerada, em particular a elevadas temperaturas, e,
portanto, se obtém:
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onde C ¢ a contribui¢iio entropica deste equilibrio ¢
DH®s,a sua variagdo padrio de entalpia.

A baixas temperaturas (T < Topt), ambos os cquilibrios
endotérmicos sdo fortemente orientados a esquerda ¢
suas contribuigdes a atividade enzimatica podem ser
desprezadas. fornecendo um comportamento simples do
tipo de Arrhenius:

ko= A exp(-AHT/RT) (2}

A importincia de ambos os equilibrios aumenta
com a temperatura com base as respectivas constantes
de equilibrio (KD ¢ Ks). Supondo que a sintese
enzimdtica prevalega sobre a inativacio térmica a
temperaturas mais elevadas, o segundo equilibrio torna-
se significativo  enquanto o primeiro  permancee
desprezivel. Portanto, para Ts < T < Topt, a equagio (1)
torna-se:
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contribui¢des pode ser desprezada para 7= T levando

Analogamente,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1 ¢ 2 mostram os resultados de
cultivos aerdbicos descontinuos conduzidos a 20 < T <
43°C. Obsecrva-se que a concentracio celular ¢ a
atividade da G6PDH alcangaram valores maximos a
30°C e diminuiram acima deste patamar, seguindo até
37°C um comportamento parecido. Ao contrario, a T
maiores, a levedura parou de crescer cnquanto a
atividade enzimdtica continuou a ser detectada somente
até 6 h. Este comportamento sugere uma dependéncia da
sintese da G6PDH da temperatura, que poderia ser
responsavel  por  uma  progressiva  reducio  da
disponibilidade de ribose para o crescimento.
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Figura 1. Resultados experimentais da concentracio
celular (g/1 peso seco) obtidos ao longo de cultivos a
diversas temperaturas. 7 (°C): (&) 20; (O) 25: (@) 28
(£)30:(03) 33; (@) 35 (O) 37: (X) 40; () 43.

120
100

> O @
S O O

Atividade da G6PDH (U/))
)
S

(o]

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 2, Resultados experimentais da
atividade da G6PDEH (U/1) obtidos ao longo
de cultivos a diversas temperaturas. 7 (°Cy:
(A)20; (O) 25 (¢) 28: (A) 30: () 33: (@)
35, (0) 370 (X)) 40; (+) 43,

Para entender melhor este comportamento, foi
conduzido um estudo termodinimico usando os valores
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maximos da atividade enzimatica especifica e da
velocidade especifica de crescimento. A influéncia da
temperatura  sobre estes pardmetros cinéticos  foi
evidenciada por linhas retas descritas pelas formas
logaritmicas das equacdes (2-4), das quais foram
estimados os pardmetros termodinamicos da ativacio e
da inativagdo térmica (Tabela 1). Foi também possivel,
em condigdes de controle termodindmico exercido pela
sintese enzimdtica (T > 37°C), estimar as grandezas
termodinamicas  do  equilibrio  responsavel  pela
superexpressdo da G6PDH

Tabela 1. Grandezas termodinamicas estimadas para o
crescimento e a atividade da GEPDH. (A) Ativacio, (TI)

A entalpia de ativagdo do crescimento estimada
neste estudo (DH#x = 72.2 kJ mol-1) é comparavel com
aquelas de diferentes sistemas enzimaticos (Sizer, 1944;
Roels, 1983; Aiba et al., 1973; Al-Asheh e Duvniak,
1994) ou de fermentagdo (Converti e Dominguez,
2001). Além disto, embora sejam da mesma ordem de
grandeza, as contribui¢des entdlpicas do crescimento
sac sempre menores daquelas da atividade da G6PDH,
sugerindo que o crescimento poderia ser controlado por
outra atividade enzimatica.

O valor negativo de DS#x concorda com
aqueles mencionados na literatura para diversos sistemas
enzimaticos (Aiba et al,, 1973; Sizer et al., 1944) ¢
implica um estado de transi¢do mais rigido em relagdo
aos componentes separados no sistema reagente. Essa
situagdo estaria de acordo com um controle do
crescimento exercido pela formagdo do complexo E-S.
O valor muito pequeno deste parametro (DS#x = -0.083
k] mol-1 K-1) indica também que a ligacdo com o
substrato tem minima influéncia sobre a estrutura
terciaria da enzima limitante. De outro lado, o valor
positivo e elevado da variagio de entropia da inativacio
térmica do crescimento (DS°i,x = 0.724 kJ mol-1 K-1)
sugere um significativo aumento do nitmero de graus dc
liberdade do sistema quando a enzima que controla o
crescimento passa de sua estrutura tercidria ativa para
uma forma inativa menos organizada.

Os resultados relacionados a atividade da
G6PDH na Tabela 1 mostram um comportamento
completamente diferente. Ao contrario do crescimento,
a entropia de ativagio da atividade enzimatica tem valor
positivo (DS#a = 0.168 kJ mol-1 K-1), sugerindo a
formacdo de um estado de transigdo menos rigido do
que o sistema reagente. Isso significa que, de acordo
com a teoria de Michaelis-Menten, a etapa que limita a
atividade da G6PDH ¢ provavelmente a quebra do
complexo E-S e ndo sua formagio.

De outro lado, ¢ quadro termodinamico da
nativagdo térmica da G6PDH ¢ qualitativamente
parecido com o da inativagiio do crescimento, conforme
a hipdtese acima mencionada acerca do crescimento
limitado enzimaticamente. Em particular, o valor da
entropia padrdo da inativagdo térmica da enzima (DS°,a
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Inativacdo  térmica, (ES) Sintese  enzimatica.
Temperatura de referéncia: 25°C.

, A Tl ES
Crescimento da biomassa
AH (kJ mol™) 72.2 220 .
AS (kJ mol K -0.083 0.724 -
AG (kJ mol™) 96.9 4.12 -
Atividade enzimatica
AH (kJ mol™) 135 408 380
AS (kJ mol! K" 0.168 1.35 1.23
AG (k] mol™) 84.9 4.29 - 13.0

= 1.35 kJ mol-1 K-1) ¢ positivo e bastante elevado em
relagdo aqueles de outros biossistemas (Converti e
Dominguez, 2001), sugerindo que s6 uma pequena parte
das  ligagdes  cletrostaticas  responsaveis pela
estabilizacdo da forma ativa da enzima poderiam ainda
permanecer na sua forma inativa.

Finalmente, a sintese enzimatica (ES)
demonstra ter uma variagio padrio de entalpia menor do
que a inativagdo térmica (DH°s,a < DHCia), o que
somente em aparéncia discorda da hipotese segundo a
qual ela poderia ser o fendmeno responsavel pelo
controle termodindmico a temperaturas mais elevadas.

Na realidade, a sintese enzimatica tem uma
variagdo de energia de Gibbs maior do que a inativagiio
térmica (DG®s,a > DG®i,a) por causa de uma menor
contribui¢do entropica.
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