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RESUMO 

 

A metagenômica é o estudo do material genético presente em uma amostra, de 

forma independente de cultivo e identificação. Esta análise tem fornecido muita 

informação sobre o potencial genético e da capacidade metabólica e funcional 

de uma comunidade microbiana. Calcula-se que a grande maioria dos 

microrganismos ainda permanecem desconhecidos nas condições 

experimentais atuais. O solo, por sua grande diversidade em microrganismos, 

oferece um grande potencial em produtos naturais de interesse para indústrias 

biotecnológicas, incluindo as enzimas como efetivos biocatalisadores. A 

biblioteca metagenômica utilizada neste projeto foi construída a partir de 

amostras de solo do Paraná de área natural conservada da Floresta Atlântica e 

de um solo artificial rico em conteúdo lipídico. Essa biblioteca foi analisada 

utilizando ferramentas bioinformáticas para a identificação de nove sequências 

gênicas codificadoras para enzimas com algum interesse biotecnológico. Essas 

sequências foram amplificadas, três delas foram clonadas em vetores de 

expressão, e verificada sua expressão em Escherichia coli. Uma enzima 

transcriptase reversa não foi expressa e as enzimas lipase e prolina 

aminopeptidase foram superexpressas, entretanto apresentaram-se insolúveis 

apesar de diversas modificações incluindo estirpe bacteriana, temperatura de 

incubação, concentração de sal, entre outros. Análises realizadas com a lipase 

indicaram a necessidade de uma proteína foldase (chaperona) para a obtenção 

de uma enzima ativa. A identificação do fosmídeo da biblioteca metagenômica 

contendo o gene para a lipase poderá levar à identificação da sequência da 

foldase correspondente e posteriormente a sua coexpressão, permitindo a 

análise da atividade desta lipase. 

 

Palavras chave: análise in silico, biotecnologia, expressão de proteínas, 

lipases, metagenoma, microrganismos. 

  



viii 
 

ABSTRACT 

 

Metagenomics is the study of genetic material present in a sample, 

independently of its culture and identification. This analysis has provided 

abundant information about genetic potential and metabolic and functional 

capability of a microbial community. It is estimated that most of microorganisms 

remain unknown yet under current experimental conditions. Because of its 

enormous microbial diversity, the soil offers a potential in interesting natural 

products for biotechnological industries, including enzymes as effective 

biocatalyzers. The metagenomic library used in this project was constructed 

from soil samples of a conserved natural area of the Atlantic Forest and from 

artificial source rich in lipid content, in Parana (Brazil). This library was analyzed 

using bioinformatic tools for the identification of nine nucleotide sequences 

codifying for enzymes of biotechnological interest. These sequences were 

amplified, three of which were cloned into expression vectors, and evaluated its 

expression in Escherichia coli. The reverse transcriptase enzyme was not 

expressed and lipase and proline aminopeptidase enzymes were 

overexpressed, however they were found in the insoluble fraction of the protein 

extract despite several modifications including bacterial strain, incubation 

temperature, and salt concentration, among others. Analyses carried out with 

the lipase pointed out for the necessity of a foldase protein (chaperone) in order 

to obtain an active enzyme. The identification of the fosmid from the 

metagenomic library containing the lipase gene will make possible the 

identification of the correspondent foldase and its posterior coexpression, 

leading to the activity analysis of this lipase. 

 

Key-words: in silico analyses, biotechnology, protein expression, lipases, 

metagenome, microorganisms. 
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RESUMEN 

 

La metagenómica es el estudio del material genético presente en una muestra,  

de forma independiente de su cultivo o identificación. Este tipo de estudio ha 

proporcionado abundante información sobre el potencial genético y la 

capacidad metabólica y funcional de una comunidad microbiana. Se estima que 

la gran mayoría de los microorganismos todavía permanecen desconocidos 

bajo las condiciones experimentales actuales. El suelo, por su gran diversidad 

en microorganismos, ofrece un gran potencial en productos naturales de interés 

para industrias biotecnológicas, especialmente en enzimas como efectivos 

biocatalizadores. La biblioteca metagenômica utilizada en este proyecto fue 

construida a partir de muestras de suelo de un área natural conservada de la 

Floresta Atlántica y de un suelo artificial rico en lípidos, en Paraná (Brasil). Esta 

biblioteca fue analizada utilizando herramientas bioinformáticas para 

identificación de nueve secuencias génicas que codifican para enzimas de 

algún interés biotecnológico. Esas secuencias fueron amplificadas, tres de ellas 

fueron clonadas en vectores de expresión y fue evaluada su expresión en 

Escherichia coli. De ellas, la enzima transcriptasa reversa no fue expresada y 

las enzimas lipasa y prolina aminopeptidasa fueron superexpresadas, aunque 

se presentaron como proteínas insolubles a pesar de varias modificaciones 

como estirpe bacteriana, temperatura de incubación, concentraciones de sal, 

entre otros. Análisis realizados con la lipasa señalaron la necesidad de una 

proteína foldasa (chaperona) para la obtención de la enzima activa. La 

identificación del fosmídeo de la biblioteca metagenómica que contiene el gen 

para la lipasa podrá conducir a la identificación de la secuencia de la 

correspondiente foldasa y posteriormente su coexpresión, permitiendo la 

evaluación de la actividad de esta lipasa. 

 

Palabras clave: análisis in silico, biotecnología, expresión de proteínas, lipasas, 

metagenoma, microorganismos. 
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INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1. Definição e importância da Metagenômica 

A metagenômica estuda os genomas totais dos microrganismos presentes em 

uma amostra. Ela é caracterizada como um conjunto de técnicas e também uma área 

de pesquisa que utiliza o material genético obtido diretamente do ambiente sem 

necessidade de cultivo prévio, identificação ou amplificação individual (Committee on 

Metagenomics: Challenges and Functional Applications, 2007). Igualmente, o termo 

metagenoma é definido como o DNA microbiano isolado de uma amostra ambiental e 

que representa o DNA coletivo de todos os microrganismos presentes (Streit e Daniel, 

2010). 

Desde que o termo metagenoma foi introduzido por Handelsman et al. (1998), 

esta análise tem fornecido muita informação sobre o potencial genético e da 

capacidade metabólica e funcional de uma comunidade microbiana. Sem diferenciar 

entre genes expressos e não expressos, a metagenômica tem duas principais funções 

de importância tanto acadêmica como industrial: a descrição da biodiversidade em 

termos ecológicos de riqueza e abundância de grupos taxonômicos; e a prospecção 

biotecnológica de novas enzimas, metabólitos e produtos (Schloss e Handelsman, 

2003).  

Calcula-se que 99% dos microrganismos em alguns ambientes sejam 

desconhecidos pela incapacidade de cultivo nas condições de laboratório (Schloss e 

Handelsman, 2003). Assim, esta nova ferramenta vem sendo utilizada na análise de 

muitos ambientes com uma rica biodiversidade tais como solos, oceanos, ar, tecidos 

vegetais e animais, incluindo humanos (Su et al., 2012), como também em ambientes 

extremos e altamente especializados como águas termais, terrenos hipersalinos ou 

ambientes constantemente frios  (Simon e Daniel, 2011). 

Diferentes métodos analíticos independentes de cultivo têm sido desenvolvidos 

desde que Pace et al. (1985) propuseram a clonagem direta de DNA ambiental. O 

processo consiste na extração do DNA após um processo cuidadoso de purificação e 

separação dos diversos compostos orgânicos e inorgânicos da amostra. Este material 

genômico pode ser clonado em vetores adequados e mantido em bactérias 
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hospedeiras para gerar uma biblioteca metagenômica que pode ser submetida a 

triagens funcionais de alto rendimento para localizar atividades específicas; ou pode 

ser submetido à identificação de genes de interesse por homologia de sequências em 

bancos de dados. Dessa forma, a análise metagenômica para identificação de novos 

genes pode ser desenvolvida através de duas estratégias: uma baseada na função e 

outra baseada na sequência. A seleção depende de vários fatores como o tipo de 

biblioteca construída, o loci genético ou atividade funcional de interesse, o tempo e 

recursos disponíveis para caracterizar a enzima (Kakirde et al., 2010).  

No método baseado na função, é pesquisada na biblioteca metagenômica a 

expressão de um fenótipo particular conferido pelo DNA clonado a uma bactéria 

hospedeira, como por exemplo, Escherichia coli (Figura 1). Esta estratégia envolve 

uma triagem de alto rendimento permitindo a identificação do clone recombinante que 

possui o gene de interesse e gera um produto ativo. Esta metodologia dependente da 

expressão tem sido aplicada na seleção de clones positivos que adquiriram resistência 

a antibióticos ou a metais pesados (Schmieder e Edwards, 2012). A princípio, esta 

triagem baseada na atividade requer a expressão concertada dos genes ambientais 

localizados em um fragmento dado de DNA, independentemente do seu tamanho e 

estrutura, sendo que então, o reconhecimento de promotores e elementos reguladores 

pela maquinaria de tradução do hospedeiro de expressão é essencial para a 

expressão funcional de bibliotecas de genes (Troeschel et al., 2010). 

Por sua vez, o método baseado na sequência de nucleotídeos está 

fundamentado na identificação por comparação de sequências que codificam enzimas 

de interesse ou de motivos funcionais altamente conservados para o desenho de 

primers para amplificação por PCR e sondagem de genes de bibliotecas de DNA 

(Ferrer et al., 2009; Schloss e Handelsman, 2003). Alternativamente, em consequência 

das novas metodologias de sequenciamento de DNA, pode ser realizado o 

sequenciamento direto do DNA ou metagenoma, com ou sem clonagem prévia. A 

partir das informações obtidas, a caracterização da proteína envolverá a amplificação 

da sequência gênica de interesse a fim de permitir sua expressão numa célula 

hospedeira e sua caracterização (Figura 1).  

Esta metodologia baseada na similaridade de sequências, embora necessite de 

um menor número de etapas experimentais, requer uma alta capacidade tecnológica 

não apenas de sequenciadores de DNA como programas de bioinformática. 

Atualmente têm sido desenvolvidas muitas ferramentas na análise de grandes 

quantidades de informação que facilitam a predição comparação e anotação de genes, 
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fazendo com que este método seja uma grande possibilidade na funcionalidade 

biológica de microrganismos (Lee e Lee, 2013).  

Suas principais limitações são: 1) baixa cobertura do metagenoma, uma vez 

que genes de diferentes organismos estão presentes em diferentes concentrações no 

DNA usado para o sequenciamento, 2) a integração e filtração de sequências gênicas 

e evidências experimentais para designação funcional de genes desconhecidos, 

organismos, comunidades e até redes funcionais, e 3) aspectos computacionais de 

arquivamento, análise e visualização de um vasto número de sequências de DNA 

liberados nas bases de dados (Vieites et al., 2010).  

 

 

Figura 1. Metagenômica e suas duas estratégias.  

Representação esquemática dos tipos de análises para obtenção de novas 

moléculas. Modificado de Schmieder e Edwards (2012). 

 

A escolha de cada um desses dois métodos apresenta vantagens e 

desvantagens. O método baseado na função permite a identificação de um clone que 

expresse enzimas ativas de interesse na aplicação biotecnológica; entretanto, clones 

podem não ser identificados em decorrência da ausência de expressão no tipo de 

Amostras ambientais 

Extração de DNA 

Construção de biblioteca 
para sequenciamento 

Construção de biblioteca 
de clones 

Sequenciamento de 
fragmentos 

Transformação em 
hospedeiros 

Análise bioinformática Análise de atividade 

Método baseado na 
sequência 

Método baseado na 
função 
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hospedeiro sob condições experimentais usadas, gerando relativamente poucos 

produtos novos (Ekkers et al., 2012). 

Por outro lado, no método baseado na sequência, em teoria não existe limite 

na identificação de genes e a sua expressão pode ser desenhada e ajustada ao 

produto de interesse, obtendo maior alcance de exploração da diversidade genética, 

limitada apenas pela capacidade bioinformática, informação existente nas bases de 

dados (Faoro, 2010). Além disso, avanços na tecnologia de sequenciamento de DNA 

de segunda geração continuam estendendo as possibilidades da metagenômica. Em 

comparação à técnica tradicionalmente mais usada de pirosequenciamento 

(454/Roche), o sequenciamento utilizando leituras curtas (SOLiD e Illumina) é 

considerado um novo paradigma, já que permite maior rendimento e cobertura com 

custos muito menores (Teeling e Glockner, 2012).  

A rápida e substancial redução de custos no sequenciamento de nova geração 

tem acelerado o desenvolvimento da metagenômica baseada na sequência e 

superando a necessidade de clonagem pelo sequenciamento do DNA ambiental 

diretamente (Thomas et al., 2012; Teeling e Glockner, 2012). Algumas das plataformas 

de sequenciamento de nova geração incluem o pirosequenciador GS-FLX 454 

(Roche), MiSeq, HiSeq, e Genome Analyzer II (Illumina), SOLiD system (Life 

Technologies/Applied Biosystems), Ion Torrent (Life Technologies), e o PacBio RS II 

(Pacific Biosciences) (Culligan et al., 2013). 

Assim, os avanços nas tecnologias do sequenciamento acompanharam a 

extensão do uso da metagenômica em maior complexidade. Adicionalmente, a 

metagenômica oferece altas perspectivas que será possivelmente utilizada de forma 

tão comum e frequente como qualquer outro método de laboratório (Thomas et al., 

2012). 

Uchiyama e Miyazaki (2010) desenvolveram um terceiro método de triagem 

metagenômico denominado expressão de genes induzida pelo substrato, SIGEX (do 

inglês substrate-induced gene expression). Nele, a biblioteca metagenômica é 

construída utilizando um vetor que contém um gene repórter downstream do sítio de 

inserção para clonagem. Assim, se a expressão do gene é ativada, os clones positivos 

são identificados pelo sinal derivado do produto do gene repórter. Este método foi 

desenvolvido para detecção de genes catabólicos, mas não detecta atividade 

enzimática; ainda assim, em uma triagem de ultra-alto rendimento, que pode detectar 

até 30.000 clones por segundo. 
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2. Interesse biotecnológico  

Os microrganismos têm um papel fundamental na história do desenvolvimento 

biotecnológico desde vários milênios atrás. Os primeiros processos envolvidos 

mediante a utilização de fermentações datam do ano 6000 a.C. com a preparação de 

bebidas alcoólicas e pão. 

Em seu ambiente natural os microrganismos podem conter genes que 

codificam ou geram vias biodegradativas ou biossintéticas de interesse acadêmico e 

industrial não previamente identificadas por métodos dependentes de cultivo (Kakirde 

et al., 2010). Por isso, a diversidade biológica é um importante recurso não somente 

pelos serviços ambientais que disponibiliza, mas também como potencial recurso no 

desenvolvimento de oportunidades para bioprospecção (Pylro et al., 2013).  

 Entre esses produtos naturais de interesse estão incluídas as enzimas como 

efetivos biocatalisadores, que visam melhorar e gerar processos de produção mais 

limpos, reduzir energia e matéria prima para produção de biocombustíveis renováveis, 

degradação de poluentes e geração de novos medicamentos (Kennedy et al., 2008; 

Pylro et al., 2013). 

Como foi afirmado por  Lorenz e Eck (2005), diferentes indústrias têm interesse 

em explorar os recursos dos microrganismos não cultivados por diversas razões: 1) As 

enzimas são catalisadores ideais e funcionam eficientemente em aplicações 

específicas; 2) oferecem novidade em sequências gênicas para evitar infringir patentes 

na aplicação de processos tecnológicos; 3) apresentam uma máxima diversidade 

como ferramentas para biotransformações, em comparação com a química tradicional 

sintética; e 4) produzem metabólitos que escapam das condições regulares de 

laboratório mas que podem ser clonados e expressos em forma heteróloga. A indústria 

mundial de enzimas é a maior beneficiada para detergentes, aplicações alimentícias, 

agricultura, processamento têxtil, papel e couro. Assim, a metagenômica fornece uma 

oportunidade sem precedentes para uma aplicação industrial. 

Em estudos atuais da metagenômica encontram-se numerosos produtos com 

potencial aplicação: glicosil hidrolases, esterases, lipases, porfirinas, moléculas de 

‘quorum sensing’, celulases, xilanases, quitinases, fosfatases, pectinases, amilases, 

lacases, lactonases, antibióticos, genes de resistência a antibióticos, peptídeos 

antifúngicos, DNA polimerases, elementos genéticos móveis, probióticos, loci 

tolerantes a sal, sintetases de policetídeos, enzimas degradadoras de fenol, 
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degradadoras de dimetilsulfopropionato, proteínas fluorescentes, genes do 

metabolismo de polihidroxibutirato, etc (Lee e Lee, 2013; Ferrer et al., 2009). 

Uma das novas enzimas mais predominantes encontradas a partir de 

metagenoma de solo é a esterase/lipase, como importante biocatalisador para 

múltiplas aplicações biotecnológicas, muitas delas comercialmente disponíveis 

(Böttcher et al., 2010; Lee e Lee, 2013). Suas características mais interessantes são o 

não requerimento de cofatores, destacada estabilidade em solventes orgânicos, ampla 

especificidade de substrato, estereoseletividade, e seletividade posicional (Lee et al., 

2004).  

 

3. Potencial do solo paranaense 

O solo é o maior componente da maioria dos ambientes terrestres e é 

considerado o ecossistema com maior diversidade em comunidades microbianas 

nativas (Lee e Lee, 2013). Estima-se que um grama de solo pode conter até 10 bilhões 

de microrganismos e milhares de espécies diferentes incluindo bactérias, arqueas, 

vírus e microrganismos eucarióticos (Kakirde et al., 2010; Delmont et al., 2011; Teeling 

e Glockner, 2012). Esses microrganismos são responsáveis pela maior parte dos 

ciclos biogeoquímicos globais, que incluem os ciclos biogeoquímicos do carbono, 

nitrogênio, enxofre e fósforo (Su et al., 2012). Sua importância também é dada devido 

a que as mudanças ambientais por fatores naturais ou pressão antropogênica são 

seguidas por respostas rápidas no metabolismo e na capacidade reprodutiva dos 

microrganismos ali presentes, resultando em alterações qualitativas e quantitativas da 

composição dos hábitats (Kisand et al., 2012; Faoro et al., 2010).  

Os microrganismos mais abundantes no solo pertencem aos filos 

Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacterium, Firmicutes, e Verrucomicrobia (Lee e 

Lee, 2013) podendo ser encontrados até 385 gêneros diferentes utilizando diversos 

protocolos (Delmont et al., 2011). Mesmo assim, são os organismos menos estudados 

(Venter et al., 2004). 

O solo e sua ampla biodiversidade oferecem perspectivas promissoras na 

busca de novas funções de interesse biotecnológico (Van Elsas et al., 2008), e seu 

enorme potencial pode ser revelado pelo uso da metagenômica como método 

abrangente. 
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Na aplicação de métodos independentes de cultivo tem-se realizado diferentes 

análises de acordo com os tipos de solo, seja com fins bioprospectivos ou de 

descrição ecológica. Por exemplo, a diferença na diversidade bacteriana dos solos 

para agricultura e as florestas; os solos de pastagem e sua resposta às mudanças 

climáticas; a influência da luz e baixos níveis de oxigênio em comunidades 

microbianas de cavernas; o solo da Antártica como um importante ‘hotspot’ de 

ambientes extremos; análises filogenéticas de solos associados à contaminação com 

metais e hidrocarbonetos, entre outros (Su et al., 2012).  

É estimado que o Brasil possui 20% da diversidade mundial em macro-

organismos biológicos, como um dos 17 países catalogados como megadiversos em 

plantas e animais, mas apesar da sua importância, a diversidade microbiana ainda é 

considerada como pouca conhecida (Pylro et al., 2013).  

Na região sul do Brasil, no estado do Paraná, encontra-se o sistema 

montanhoso da Serra do Mar, que abriga a Floresta Atlântica, um dos 25 pontos mais 

biodiversos do planeta e que conta com proteção da UNESCO desde 1992 (Unesco, 

2009).  Esta área conservada tem sido caracterizada em sua diversidade de fauna e 

flora, e particularmente seu solo indicou altos níveis de diversidade influenciados pela 

altitude, fatores físico-químicos, temperatura, disponibilidade de oxigênio e baixa 

presença humana (Faoro et al., 2010), constituindo-se um potencial sítio na 

prospecção metagenômica. 

No entanto, a utilização de solo rico em conteúdo lipídico como fonte de DNA 

microbiológico também é uma das estratégias aplicadas na tentativa de melhorar as 

possibilidades de obter enzimas envolvidas na degradação de compostos lipídicos. 

Embora estas enzimas possam ser obtidas de fontes animais e vegetais, as fontes 

microbianas possuem características úteis tais como: baixo custo de produção, alto 

rendimento, diversidade em atividade catalítica, e mais ampla especificidade de 

substrato (Glogauer et al., 2011). 
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JUSTIFICATIVA  

 

Estudos anteriores realizados no Departamento de Bioquímica e Biologia 

Molecular da Universidade Federal do Paraná permitiram a construção de bibliotecas 

metagenômicas a partir de amostras com diferentes tipos de solo, que levaram a 

identificação de novas enzimas de interesse biotecnológico (Couto et al., 2010; 

Glogauer et al., 2011; Faoro et al., 2011).  

Com a aquisição de um sequenciador automático de DNA de segunda geração 

(sistema SOLiD™ 4, da Life Technologies) foi realizado o sequenciamento da 

biblioteca metagenômica SM construída a partir de amostras de solo Paranaense 

selecionadas. Este sequenciamento amplia o potencial de exploração dessas 

bibliotecas e permite a identificação de novos genes que codificam para proteínas de 

interesse biotecnológico. 
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OBJETIVOS 

 

1. Objetivo geral 

Realizar prospecção e caracterizar a atividade de novas enzimas de interesse 

biotecnológico em uma biblioteca metagenômica construída a partir de amostras de 

solo paranaense. 

 

2. Objetivos específicos 

• A partir do sequenciamento de DNA, realizar análise bioinformática de uma 

biblioteca metagenômica para enzimas de interesse industrial. 

• Amplificar e clonar os genes de interesse identificados. 

• Superexpressar, purificar e descrever a atividade da enzima identificada. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Estratégia de trabalho 

A biblioteca metagenômica utilizada foi construída a partir de amostras de solo 

da Floresta Atlântica Paranaense e de solo contaminado com gordura animal da 

estação de tratamento de efluentes de uma indústria de processamento e embalagem 

de carnes e laticínios localizada em Carambeí, Paraná (Faoro et al., 2011; Glogauer et 

al., 2011). Estas bibliotecas já foram testadas na prospecção, isolamento e 

caracterização de outros produtos biotecnológicos (lipases, quitinases, amilases e 

microbicidas). 

Na construção da biblioteca metagenômica, as amostras de solo foram 

submetidas a processo de purificação de DNA, subclonagem em fosmídeos e 

transformação em células E. coli estirpe EPI300. Foram pré-selecionados os clones 

que mostraram alguma característica de interesse (halo de atividade ou coloração) 

pelo método baseado na função. Utilizou-se triagem com meios contendo tributirina ou 

tricaprilina, altas concentrações de cloreto de sódio, presença de cálcio e goma 

arábica. De um total aproximado de 2.500 clones com atividade lipolítica ou produção 

de composto colorido, o material fosmidial de 192 clones foi purificado individualmente, 

e posteriormente misturado e sequenciado utilizando a plataforma de sequenciamento 

SOLiD4 (Life Technologies). Os dados obtidos neste sequenciamento foram 

agrupados em sequências contíguas (contigs) e deram origem a uma biblioteca in 

silico denominada SM (do inglês Soil Metagenome). Esta etapa foi realizada pelo Dr. 

Helisson Faoro, no Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 

Federal do Paraná.  

Neste projeto essa biblioteca foi alvo de uma prospecção, analisando utilizando 

bioinformáticas para a identificação de sequências gênicas codificadoras para enzimas 

com algum interesse biotecnológico. Essas sequências foram amplificadas e clonadas 

em vetores adequados e a expressão de cada enzima foi verificada em cepa 

bacteriana. Duas enzimas foram selecionadas para serem caracterizadas 

funcionalmente.  
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2. Análise bioinformática 

O sequenciamento da biblioteca metagenômica SM resultou num total de 2,7 

x106 nucleotídeos agrupados em 18265 contigs. Estas sequências foram analisadas 

para a identificação de genes codificadores para enzimas com algum interesse 

biotecnológico.  

Esta prospecção in silico consistiu nos seguintes passos: a busca por 

similaridade de sequências e conservação de domínios utilizando a plataforma CLC 

WorkBench (QIAGEN®), o programa MEGAN (Huson et al., 2011), assim como a 

análise manual utilizando a ferramenta BLAST (NCBI). O CLC Genomic WorkBench, 

como plataforma de análise de dados para DNA, RNA e proteínas, permitiu fazer o 

alinhamento massivo dos contigs sob certos parâmetros e manipular a informação 

numa interface gráfica. Os contigs obtidos foram comparados com o banco de dados 

não redundante (nr, do inglês non-redundant) para identificação de potenciais alvos. O 

programa MEGAN fez a análise dos contigs a partir dos resultados da comparação 

com o banco nr. Utilizando a informação da base de dados KEGG (Kanehisa et al., 

2004) foi possível criar árvores de grupos funcionais que facilitaram a identificação de 

enzimas envolvidas numa determinada via metabólica. 

Após a primeira seleção de sequências foi feita avaliação de fases de leitura 

abertas (ORF, do inglês Open Reading Frames) utilizando o programa FramePlot 2.3.2 

(Ishikawa e Hotta, 1999) baseado na busca de códons de início e parada de síntese 

proteica. Também foi feita análise de domínios conservados de proteína utilizando 

Conserved Domains (NCBI) e InterPro Scan (EMBL-EBI), visando prever a função 

biológica a partir dos domínios funcionais. 

Já os parâmetros utilizados para a seleção dos genes de interesse foram os 

seguintes: sequências maiores do que 500 pb que aumentam a probabilidade de 

identificar uma sequência codificante completa; identidade em torno de 50% com o 

primeiro hit da busca em BlastX, que permitiu identificar sequências tanto conservadas 

quanto novas; cobertura da sequência alvo próxima a 100% em relação a uma enzima 

provavelmente completa; organismo alvo que fosse diferente de E. coli, que foi o 

organismo utilizado para construção da biblioteca metagenômica; conteúdo de 

citosinas e guaninas (C+G) na sua sequência nucleotídica entre 50 e 70%, ausência 

de domínios proteicos transmembrana, pela dificuldade de solubilização durante a 

purificação e exclusão daquelas com  domínios de função desconhecida (ou DUFs), e 

aquelas contendo peptídeo sinal para facilitar as condições de purificação. 
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A seleção definitiva das sequências foi baseada na revisão de literatura para 

pesquisa de enzimas com atividade de interesse biotecnológico e por sua 

aplicabilidade principalmente nas indústrias têxtil e farmacêutica. 

Foi feita uma posterior avaliação in silico dos parâmetros proteicos destas 

enzimas, tais como: características físico-químicas utilizando o programa ProtParam 

(Gasteiger et al., 2005); análise de utilização de códons de baixa frequência em E.coli 

(http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html) e em outros organismos (Fuhrmann et 

al., 2004); análise hidrofobicidade utilizando o programa Peptide Property Calculator 

(https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi); modelagem 

tridimensional in silico por homologia de proteínas em Swiss-Model (Arnold et al., 

2006); análise filogenética das famílias de lipases estabelecidas por Arpigny e Jaeger 

(1999) utilizando o programa ClustalW (Larkin et al., 2007) pelo método neighbor-

joining, utilizando as ferramentas da EMBL-EBI (Goujon et al., 2010); análise de 

vizinhança de genes procarióticos e predição de associações de ação interativa pelo 

String (Franceschini et al., 2013); alinhamento múltiplo de sequências por T-cofee (Di 

Tommaso et al., 2011; Notredame et al., 2000) e busca de sítios proteicos funcionais 

utilizando as ferramentas Prosite (Sigrist et al., 2013) e Pfam (Punta et al., 2012). 

 

3. Desenho e análise de oligonucleotídeos iniciadores 

Para amplificação das sequências génicas selecionadas da biblioteca 

metagenômica, foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores (primers) com os 

seguintes critérios: clonagem nos vetores de expressão pET-28a ou pET-29a 

(Novagen), inserção dos sítios de restrição adequados para clonagem e expressão da 

proteína contendo um polipeptídeo de 6 histidinas (cauda His-tag) na região N-terminal 

ou C-terminal da proteína.  

As sequências dos primers foram analisadas utilizando o Programa Oligo 

Analyzer (IDT) para determinação de comprimento adequado, conteúdo de C+G em 

torno a 50%, temperatura de anelamento próxima entre o par de primers, e menor 

possibilidade de formação de grampo e dimerização entre os pares de primers. 

 

4. Amplificação dos genes de interesse 

As sequências escolhidas foram amplificadas no termociclador Master Cycler 

Gradient (Eppendorf) e foram padronizadas as condições de amplificação por PCR, 

http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html
https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi
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tais como temperaturas de anelamento dos primers com a fita molde, composição da 

solução tampão (KCl ou (NH4)2SO4) e presença de aditivos (DMSO ou Betaína). Como 

molde para a amplificação foi utilizada a mistura de DNA dos 192 clones fosmidiais da 

biblioteca metagenômica (SM). Foram utilizadas Taq Polimerase de produção local ou 

Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific), enzima de alta fidelidade e processividade. 

Os produtos das amplificações foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1% corados com brometo de etídio e visualizados em transiluminador UV 

acoplado a um sistema de fotodocumentação (UVP). 

Quando necessário, foi feita purificação do produto de PCR ou de restrição a 

partir do gel utilizando NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel). 

 

5. Clonagem dos produtos de amplificação  

Os produtos de amplificação foram clonados em vetores adequados segundo 

procedimento descrito (Sambrook et al., 1989). Duas estratégias foram utilizadas: 

inserção dos produtos de PCR diretamente no vetor pTZ57R utilizando sistema de 

clonagem A/T (Thermo Scientific) ou inserção nos vetores pET-28a ou pET-29a 

(Novagen) utilizando T4 DNA ligase (Thermo Scientific) após restrição com 

endonucleases de restrição adequadas. No primeiro caso os plasmídeos construídos 

foram posteriormente digeridos com enzimas de restrição adequadas para 

recuperação dos fragmentos de interesse e posterior subclonagem nos vetores pET-

28 ou pET-29. 

Bactérias hospedeiras de E. coli estirpe TOP10 (Invitrogen) foram preparadas 

para quimio-competência. Assim, um pre-inóculo da célula crescido durante a noite a 

37°C em 3 mL de meio Luria Bertani (LB) (composto por Cloreto de Sódio (NaCl) 10 

g/L, extrato de levedura 5 g/L e caseína hidrolisada 10 g/L). Foi inoculado conservando 

a relação de 1 mL do pré-inóculo em cada 100 mL de meio LB e foi crescido até atingir 

uma DO600 aproximada entre 0,4 e 0,6. Após crescimento as células foram lavadas 3 

vezes em solução de CaCl2 100 mM e finalmente ressuspendidas em solução de 

Cloreto de Cálcio 85 mM contendo glicerol 15% v/v, aliquotadas em tubos de 

polipropileno e estocadas a –45°C.  A transformação com os plasmídeos construídos 

foi feita por choque térmico utilizando solução de CaCl2 conforme descrito por 

Sambrook et al. (1989). Desta forma, a suspensão contendo células quimio-

competentes foi pré-incubada em gelo com o plasmídeo por 30 minutos, submetida a 

choque térmico de 42 °C por 1 minuto e colocada de novo em gelo, seguido por 
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incubação em meio LB por 30 minutos. Após esse período de recuperação, alíquotas 

de 150 μL foram plaqueadas em meio LB-ágar (meio LB contendo ágar 15 g/L) 

contendo o antibiótico de seleção (canamicina 100 μg/mL (Km100) ou ampicilina 250 

μg/mL (Amp250)). Após incubação durante a noite a 37oC as  colônias resistentes ao 

antibiótico foram analisadas. 

A purificação de plasmídeos foi feita pelo método de lise alcalina (Sambrook et 

al., 1989) a partir de colônia resistente ao antibiótico de seleção. Após crescimento 

durante a noite em meio LB na presença do antibiótico de seleção, 3 mL de cultura 

foram centrifugados a 14100 xg por 30 segundos e as células ressuspendidas em 

solução GET (glucose 50 mM, EDTA pH 8,0  10 mM e Tris-HCl pH 8,0 25 mM). As 

células foram lisadas com solução contendo SDS 1% e NaOH 0,2 M, e posteriormente 

o DNA genômico e proteínas foram precipitados com adição de solução KAcf (acetato 

de potássio 3M pH 5,2). A mistura foi centrifugada a 14100 xg por 5 minutos e o 

sobrenadante transferido para um novo tubo. A solução foi extraída com uma mistura 

de Fenol:Clorofórmio:Álcool isoamílico (25:24:1) e a fase aquosa foi recuperada após 

centrifugação a 14100 xg por 5 minutos. O DNA plasmidial foi precipitado com a 

adição de 0,6 volumes de Isopropanol puro, e recuperado por centrifugação a 14100 

xg por 5 minutos. O precipitado foi lavado com 1 volume de etanol 70% e, após 

secagem em estufa a 37°C por 30 minutos, o DNA foi dissolvido  em 30 µL água 

ultrapura.  

A confirmação de clonagem dos fragmentos de DNA foi realizada por análise 

de restrição e sequenciamento de DNA. A digestão com enzimas de restrição foi 

realizada conforme indicação do fornecedor da enzima. O sequenciamento de DNA foi 

feito baseado na interrupção da síntese por didesoxirribonucleotídeos utilizando o 

sistema Big Dye Terminator (Applied Biosystems) e sequenciador automático Genetic 

Analyzer ABI3500 (Applied Biosystems). Os primers utilizados foram específicos para 

cada sequência. As sequências foram alinhadas utilizando o programa ClustalW e 

visualizadas no BioEdit (Hall, 1999). 

 

6. Expressão da enzima de interesse 

Para a expressão das enzimas de interesse em E. coli foram testadas as 

estirpes BL21 (DE3) e Rosetta (DE3)pLYSs (Novagen). Estas estirpes são capazes de 

expressar a RNA polimerase de fago T7, permitindo a expressão de proteínas 
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dependentes deste promotor. A estirpe Rosetta possibilita ainda a expressão de genes 

contendo códons de baixa utilização em E. coli. 

Foi feita uma avaliação da atividade enzimática em meio sólido. A atividade 

lipase foi realizada em placa ágar com tributirina 1% para extrato celular bruto e com 

LA com tributirina 1% para célula inteira. A atividade protease em placa ágar com leite 

desnatado 2% para extrato celular bruto e LA com leite desnatado 2% para célula 

inteira. Foram incubados a 37°C, na presença ou ausência de IPTG 0,5 mM. A 

presença da atividade esperada foi visualizada através da formação de um halo 

translúcido ao redor da colônia correspondendo à hidrólise do composto. 

Para a expressão da proteína de interesse a cultura bacteriana foi crescida em 

meio LB até atingir uma DO600 aproximada de 0,5 e foi induzida pela adição de 0,5 mM 

de IPTG ao cultivo bacteriano. Foram testados os seguintes tempos e temperaturas de 

indução: 2h/37°C, 3h/30°C, 6h/18°C e 20h/16°C, sob agitação constante a 250 rpm. 

Após cultivo, as células foram recuperadas por centrifugação a 4700 xg por 10 

minutos e posteriormente ressuspendidas em tampão de lise contendo Tris-HCl 

100mM pH 7 com diferentes condições testadas para obtenção de maior quantidade 

de proteína solúvel (Tabela 1). As células foram lisadas por sonicação utilizando 

pulsos de 10 em 10 segundos num total de 3 minutos.  O extrato celular foi separado 

entre as frações solúvel e insolúvel por centrifugação a 13.000 xg por 5 minutos. 

 

Tabela 1. Condições testadas no tampão de lise para solubilização de 
proteínas. 

Parâmetro  Condições 
Força iônica NaCl, KCl (50 mM, 100 mM, 500 mM) 
pH 6,8; 8,0; 8,8 

Detergentes Tween 20, Triton X-100, N-Lauroil Sarcosina  
(0,01%; 0,1%; 0,5%; 1%) 

Glicerol 1%, 5%, 10% 
DTT 1 mM 
Ureia 2, 4, 5, 6, 8 M 
 CelLyticTM IB (Sigma) 

 

As proteínas do extrato celular bruto e das frações solúveis e insolúveis foram 

quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando como padrão de 

proteína albumina de soro bovino (BSA) e analisadas de acordo com sua massa 
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molecular por eletroforese em condição desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) 12%, (Laemmli, 1970).  Os géis foram preparados com os reagentes descritos 

na Tabela 2. Para análise, 5 μg de proteína em tampão de amostra (Tris-HCl pH 6,8 

62,5 mM, glicerol 10%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,01%) 

após aquecimento a 100 °C por 3 minutos.  A eletroforese foi realizada a 180 V 

durante 60 minutos em tampão de corrida (Tris base 25 mM, glicina 250 mM e SDS 

1% p/v), coradas em solução de água destilada/metanol/ácido acético 5:5:1 com 

Coomasie-Blue R-250 (Sigma) 1% p/v durante a noite e descoradas por 1 hora em 

solução descorante (água destilada/metanol/ácido acético 5:5:1). A foto do gel foi 

capturada em sistema de fotodocumentação (UVP) com luz visível. 

 

Tabela 2. Composição do SDS-PAGE para análise de proteínas. 

 
Componente 

Gel de separação 
12% 

Gel de empilhamento 
4% 

Água ultrapura 2,17 mL 1,58 mL 
Tris-HCl pH 8,8 1,5M 1,25 mL - 
Tris-HCl pH 6,8 0,5M - 650 μL 

SDS 10% 50 μL 25 μL 
Acrilamida/bis-

acrilamida 19:1, 40% 
(Sigma) 

1,5 mL 243,5 μL 

Persulfato de amômio 
10% 25 μL 12,5 μL 

TEMED 2,5 μL 5 μL 
 

 

7. Purificação de proteína por cromatografia de afinidade  

Após preparação do extrato proteico, a enzima expressa como uma proteína de 

fusão com cauda His-tag amino- ou carboxi-terminal, foi purificada por cromatografia 

de afinidade em coluna HiTrap Chelating (GE Healthcare) carregada com níquel. 

Nessa coluna, a resina de Sepharose carrega-se com solução saturante de níquel e as 

histidinas da cadeia polipeptídica são ligadas nela até que outro composto deslocador 

como o imidazol, desfaça a ligação. A enzima foi eluída utilizando um gradiente 

crescente de imidazol até 1 mol/L em sistema automatizado de cromatografia líquida 

rápida de proteína (FPLC) Äkta (GE Healthcare). 
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As proteínas das frações eluídas foram quantificadas com reativo de Bradford 

(Sigma) utilizando um padrão de proteína de BSA e analisadas de acordo com sua 

massa molecular por eletroforese em gel 12% de poliacrilamida (SDS-PAGE) com as 

condições apresentadas no item 6. As frações contendo a maior quantidade de 

proteína e menor contaminação foram misturadas.  Essas frações foram dialisadas em 

membrana de tamanho de poro de 12 kDa contra 2 L tampão de diálise (Tris-HCl pH 

8,0 50 mM, KCl 100 mM, com e sem Triton X-100 0,5%), para excluir das amostras a 

maior quantidade de imidazol e das condições utilizadas para solubilização de 

proteínas (Tabela 1). 

 

8. Espectrometria de massas 

Confirmação da identidade da enzima purificada foi feita através de análise em 

espectrômetro de massa MALDI-ToF/Tof Autoflex II (Bruker Daltonics), pelo método 

“Peptide Mass Fingerprinting” (PMF) e MS/MS. Os espectros foram obtidos utilizando 

o software FlexControl 2.0 (Bruker Daltonics) e analisados no progama Flex Analysis 

2.0 (Bruker Daltonics). 

Para essa análise, amostras da proteína purificada foram tomadas a partir de 

corte na banda no gel de poliacrilamida, descoradas, desidratadas, submetidas a 

hidrólise de ligações Arginina-Lisina pela enzima tripsina, secagem e mistura com a 

matriz de ionização HCCA, segundo modificações do protocolo de digestão tríptica de 

Shevchenko et al. (1996). 

 

9. Caracterização funcional da proteína 

A atividade enzimática de extrato celular e da proteína purificada foi avaliada 

em substratos artificiais. Para a lipase foi utilizado o p-nitrofenol-butirato 1 mM em 

tampão Tris-HCl pH 7,5 50 mM, que ao ser hidrolisado passa de incolor a cor amarela  

que pode ser detectado com λ=410 nm em espectrofotômetro. Para a atividade de 

protease foi utilizado colágeno marcado Azo coll (Sigma) em tampão fosfato de 

potássio monobásico pH 7,0 100 mM, que ao ser digerido enzimaticamente pode ser 

determinado por absorbância em 520 nm segundo protocolo de Chavira Jr et al. 

(1984).  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1. Seleção de sequências gênicas  

A partir dos 18265 contigs da biblioteca metagenômica SM foi feita uma 

seleção para aqueles com comprimento superior a 500 pb visando a identificação de 

sequências gênicas completas. Aproximadamente 1535 contigs foram selecionados 

nessa primeira etapa. Em função das diferentes rotas de processamento via KEGG 

envolvidas no metabolismo geral (Kanehisa e Goto, 2000), foram selecionados 2100 

contigs. Após análise de fases de leitura aberta considerando a sequência completa, 

organismo identificado diferente de E. coli e conteúdo de citosinas e guaninas em 

torno a 50%, foram selecionados 700 contigs. Foi feita uma análise para domínios 

proteicos e foram selecionados 44 contigs com função biológica conhecida. Baseado 

em dados da literatura e análise de bioinformática, 9 sequências gênicas foram 

selecionadas (Tabela 3). A partir deste ponto as sequências e seus subprodutos serão 

nomeados com as letras da Tabela 4. As sequências de nucleotídeos e seus produtos 

estão disponíveis no Suplemento 1. Informações referentes aos domínios proteicos 

estão disponíveis no Suplemento 2 e os alinhamentos com o primeiro hit do BlastX 

estão no Suplemento 3. 
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Tabela 3. Enzimas de interesse biotecnológico selecionadas neste projeto. 

Enzima Reação envolvida Importância Referência 

Glicosil 

hidrolase 

 Desramificação do 

glicogênio: hidrólise de 

ligações α-1,6-glicosídicas de 

cadeias externas fosforiladas 

do glicogênio. 

Análise de polissacarídeos, 

produção de etanol como 

biocombustível e 

degradação de glicogênio. 

(Song et al., 

2010) 

Triptofanase Conversão reversível de 

triptofano a indol, piruvato e 

amônia. 

Produção industrial de L-

triptofano para nutrição, 

alimentos e medicamentos. 

(Kawasaki et 

al., 1993) 

Triacilglicerol 

lipase 

Hidrólise de ligações éster 

carboxílicas para liberação de 

ácidos graxos e glicerol. 

Amplas aplicações 

industriais: alimentos, 

detergentes, química e 

bioquímica. 

(Gupta et al., 

2004) 

Peptidase 

prolina 

especifica 

Catálise da liberação de um 

resíduo prolina N-terminal de 

um peptídeo pela clivagem do 

grupo amida na presença de 

Magnésio. 

Degradação de compostos 

organofosforados; em 

alimentos no 

amadurecimento de 

queijos; aplicações 

biomédicas. 

(Theriot et 

al., 2009) 

Metaloprotease  Hidrólise de ligações 

peptídicas com atividade 

dependente de Zinco em 

matriz extracelular, gelatina, 

queratina. 

Processamento de 

compostos proteicos, e 

design de novas drogas 

inibitórias. 

(Marchler-

Bauer et al., 

2013) 

Transcriptase 

reversa 

Síntese de cDNA a partir de 

RNA. 

Indústria farmacêutica e de 

pesquisa científica, estudos 

celulares e outros. 

(Belfort et 

al., 2011) 

Deidratase Biossíntese de 

poliidroxialcanoato, na 

geração de fontes de carbono 

e energia pela degradação de 

ácidos graxos. 

Produção de termoplásticos 

degradáveis, ou ‘plástico 

verde’, substituindo o 

plástico sintético. 

(Wang et al., 

2010) 

Amilase  Degradação do amido e 

outros substratos 

polissacarídeos pela hidrólise 

das ligações alfa-1,4 

glicosídicas. 

Produção de 

biocombustíveis, proteínas, 

açúcares e químicos. 

(Sun et al., 

2010) 
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Tabela 4. Características das sequências selecionadas para amplificação e clonagem gênica.  

As sequências foram renomeadas com letra única. Para cada atividade são apresentados o tamanho do gene, porcentagem de citosinas e 
guaninas e o contig correspondente da biblioteca metagenômica SM, assim como o organismo, identidade, e cobertura correspondentes ao 
primeiro hit do BlastX (NCBI). 

Nome Enzima (produto) Tamanho 
(pb) 

Conteúdo 
C+G (%) Contig fonte Organismo Identidade 

(%) 
Cobertura 

(%) 

A. glicosil hidrolase 2172 63,3 1139 ou 
AbFP2* 

Azospirillum brasilense  
Sp245 76 88 

B. triptofanase 1419 54,9 623 Singulisphaera acidiphila 
DSM 58 74 

C. triacilglicerol lipase 914 56,8 335 Rhodoferax ferrireducens 
T118 77 88 

D. peptidase prolina 
especifica 921 54,9 35 Alicyclobacillus 

acidocaldarius DSM 446 56 74 

E. metaloprotease 697 54,5 221 Schlesneria paludicola 76 95 

F. transcriptase reversa 1424 57,9 2122 Syntrophobacter 
fumaroxidans MPOB 67 80 

G. deidratase 502 55,7 2026 Tistrella mobilis  
KA081020-065 73 93 

S. amilase sem peptídeo 
sinal 1872 57,0 Mafil PB12** Candidatus Koribacter 

versatilis Ellin345 48 98 

W. amilase com peptídeo 
sinal 1801 57,0 Mafil PB12** Candidatus Koribacter 

versatilis Ellin345 48 98 

*AbFP2 corresponde ao genoma de Azospirillum brasilense FP2, utilizado como fonte de DNA por sua alta similaridade com A. 
brasilense Sp245, encontrado na biblioteca metagenômica. 

**Mafil P PB12 corresponde à biblioteca metagenômica da Floresta Atlântica Paranaense. 
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2. Amplificação dos genes de interesse 

Foram desenhados pares de oligonucleotídeos iniciadores (“primers”) para 

cada sequência segundo os parâmetros descritos em materiais e métodos. As 

sequências dos primers desenhados e sua temperatura de anelamento estão descritas 

na Tabela 5.  

 
Tabela 5. Sequências dos pares de primers desenhados para cada produto.  

Estão sublinhados os diferentes sítios de restrição inseridos e a temperatura de 
anelamento (Tm).  
Sequências reconhecidas pelas enzimas de restrição: NdeI: CATATG, EcoRI: 
GAATTC, XhoI CTCGAG, NheI: GCTAGC, NcoI: CCATGG, BamHI: GGATCC. 
 

Produto Primers Sequência Tm (°C) 

A 
F-c01139 GCTCATATGGGATGCGAAGCCATG 

64 
R-c01139 CAGGAATTCGACAGTTGGGTCGGTTC 

B 
F-c623 GGCATATGAGATTTCCATCTGAGCCGTTC 

56 
R-c623 CAGAATTCGATGAGGCAGAGCGCTGGAAG 

C 
F-c335 GTACATATGCTGGCCGCCAGCGCCAC 

67 
R-c335 GACTCGAGCAGACCCATGCCCTGCAG 

D 
F-c35 GTAGCTAGCATGAACACGGTCAAAACGG 

53 
R-c35 CTACTCGAGTCAAACGAGCTTTCCCGCCTC 

E 
F-c221 GTCCATGGAAGAGCGGCCGCTGACTG 

48 
R-c221 CACTCGAGCAGTTTCTTATACGGCAAG 

F 
F-c2122 GTAGCTAGCATGACGGCAAGAGACGCAGA 

54 
R-c2122 GTCTCGAGTCATGAAGTACGCTGGACTTTG 

G 
F-c2026 GTCATATGATTTTAATTAGTAGTCGGGT 

51 
R-c2026 CTCTCGAGTCTTGCCTTCCTGCGCATC 

S 
LSC29amy5s ACTCATATGGCACAGCCGGCCGCTGGA 

61 
LSC29amy3 TCGGATCCTGCACCCGATAGACCGTCA 

W 
LSC9amy5w GCTCATATGACAATCGCCGGTCCAATT 

61 
LSC29amy3 TCGGATCCTGCACCCGATAGACCGTCA 

 

 

As condições determinadas e padronizadas para amplificação das sequências 

de interesse estão listadas na Tabela 6, sendo a fonte de DNA uma solução do 

material fosmidial misturado da biblioteca metagenômica SM. As sequências B, C, D, 

E, F, S e W foram amplificadas utilizando uma Taq DNA Polimerase de produção local 

e sem necessidade de aditivos.  Por outro lado, a sequência A (glicosil hidrolase) não 
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foi amplificada apesar da utilização de uma DNA Polimerase termoestável de alta 

fidelidade e processividade, maior tempo de extensão e gradiente de temperatura de 

anelamento. Esta sequência apresentou maior similaridade com um gene de 

Azospirillum brasilense estirpe Sp245 (Tabela 4, Suplemento 3), assim, foi decidido 

utilizar o DNA genômico de A. brasilense estirpe FP2 como fonte para a amplificação 

do gene A. Esta escolha é decorrente da longa experiência deste laboratório com A. 

brasilense FP2 (Pedrosa e Yates, 1984). Para a amplificação do gene foram testadas 

diferentes temperaturas para anelamento dos primers e a presença dos aditivos 

Betaína e DMSO, sendo que foi conseguida uma amplificação com DMSO 5% (Tabela 

6).  

A sequência G foi amplificada com DNA polimerase termoestável de alta 

fidelidade e processividade, descrita em materiais e métodos, com a temperatura de 

anelamento calculada segundo recomendações do fabricante. 

 

Tabela 6. Condições de amplificação.  

Reagentes utilizados para amplificar as diferentes sequências. 

Reagente Sequências 
B, C, D, E, F, S e W 

Sequências 
A e G 

DNA Polimerase Produção local Phusion High-Fidelity 
(Thermo Scientific) 

Tampão 
10x (NH4)2SO4  
(Fermentas): 1x 5x Phusion HF: 1x 

MgCl2 25 mM 1 mM - 
dNTP 10 mM 0,3 mM 0,2 mM 

Primer F 10 μM 1 μM 0,5 μM 
Primer R 10 μM 1 μM 0,5 μM 

DNA 200-300 μg 200-300 μg 
Água ultrapura Suficiente para 25 μL Suficiente para 20 μL 

Aditivos - DMSO 5% 
 

 

Todas as sequências gênicas foram amplificadas com sucesso de acordo com 

o tamanho esperado (Figura 2). Considerando os diversos produtos de amplificação 

referente à sequência A (glicosil hidrolase), a banda com o tamanho esperado (2172 

pb) foi purificada a partir do gel utilizando NucleoSpin Gel and PCR clean-up 

(Macherey-Nagel) e posteriormente clonada. 
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Figura 2. Eletroforese dos produtos de amplificação das sequências 
selecionadas.  

Gel de agarose 1% em tampão TAE 1X. m indica os marcadores de massa 
molecular em kb (1 kb ladder da NEB). As demais linhas correspondem a cada 
um dos produtos gênicos segundo denominação descrita na Tabela 4. O DNA foi 
corado em solução de brometo de etídio (0,05%) e a imagem obtida em sistema 
UVP. Os tamanhos esperados em pb para cada produto incluindo as inserções 
dos sítios de restrição são: A: 2172, B: 1419, C: 914, D: 921, E: 697, F: 1424, G: 
502, S: 1788, W: 1872. 

 

3. Clonagem dos produtos de amplificação 

Os produtos de amplificação foram digeridos com as endonucleases de 

restrição indicadas na Tabela 7 e posteriormente ligados no vetor correspondente 

pET-28a ou pET-29a (mapas mostrados no Suplemento 4) digerido com as mesmas 

enzimas. Esses produtos de ligação foram transformados em células hospedeiras 

como descrito na seção materiais e métodos.  

Todos os fragmentos amplificados foram utilizados para clonagem nos vetores 

de expressão, entretanto, somente os produtos C, D e F foram confirmados. Esses 

vetores foram nomeados pET-C, pET-D e pET-F, respectivamente. A Figura 3 mostra 

o perfil de restrição desses clones. A confirmação de clonagem desses fragmentos 

também foi realizada por sequenciamento de DNA (dados não mostrados). 
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Tabela 7. Vetores e sítios de restrição utilizados para a clonagem dos 
fragmentos amplificados.  

Os mapas e sítios de restrição dos vetores pET-28a e pET-29a estão mostrados 
no Suplemento 4. 

Sequência Enzima Vetor Enzimas de restrição 

A glicosil hidrolase pET-29a NdeI/EcoRI 

B triptofanase pET-29a NdeI/EcoRI 

C triacilglicerol lipase pET-29a NdeI/XhoI 

D peptidase prolina especifica pET-28a NheI/XhoI 

E metaloprotease pET-28a NcoI/XhoI 

F transcriptase reversa pET-28a NheI/XhoI 

G deidratase pET-29a NdeI/XhoI 

S amilase sem peptídeo sinal pET-29a NdeI/BamHI 

W amilase com peptídeo sinal pET-29a NdeI/BamHI 

 

 

Figura 3. Eletroforeses dos produtos de restrição dos clones de C, D e F. 

Gel de agarose 1% em tampão TAE 1X. São apresentados todos os clones 
avaliados para cada plasmídeo construído e indicados em quadro os clones 
corretos que foram selecionados. Na direita de cada gel está o marcador de 
pares de bases (NEB). Os clones foram digeridos com suas enzimas respectivas 
listadas na Tabela 7 para o qual se esperava a liberação do fragmento 
correspondente ao vetor pET-29a ou pET-28a com 5370 pb e o fragmento de 
tamanho da amplificação, indicado embaixo de cada gel. O clone F foi digerido 
com as enzimas XbaI e XhoI e o produto esperado corresponde a 100 pb de 
adição de acordo com o sítio de policlonagem do vetor pET-28a (Suplemento 4).  
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Contudo, as sequências A, B, E, G, S e W foram abandonadas depois de 

múltiplas tentativas para resolver os inconvenientes próprios da clonagem encontrados 

na restrição, ligação, transformação e manutenção dos clones. Para alguns deles 

inclusive foi tentada a alternativa de ligar diretamente o produto de amplificação no 

vetor pTZ57R conforme o sistema de pontas coesivas A-T quando amplificado com a 

Taq DNA polimerase de produção local. Particularmente para as sequências B, E e G, 

foi encontrado que sua dificuldade foi decorrente da introdução do sítio de restrição 

perto das extremidades dos primers. Segundo recomendações dos fabricantes, as 

endonucleases envolvidas na digestão dessas sequências requerem pelo menos 3 

bases nucleotídicas entre o sítio de restrição composto por 5 bases nucleotídicas e o 

extremo 3’ ou 5’. Como observado na Tabela 5, nos primers F-c623, F-c221, F-c2026, 

existem somente 2 nucleotídeos de espaçamento, o que diminui até 100% em reações 

duplas sua chance para ser reconhecido pelas endonucleases de restrição. 

 

4. Expressão de proteínas  

Os clones confirmados pET-C, pET-D e pET-F, foram transformados na estirpe 

de E. coli BL21(DE3). Foi avaliada a superexpressão das proteínas de interesse por 

eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) do extrato bruto após 

lise celular das bactérias hospedeiras e separação das frações solúvel e insolúvel. A 

proteína C (lipase) e a proteína D (prolina aminopeptidase) foram superexpressas e 

permaneceram na fração insolúvel (Figura 4), mas a proteína F (transcriptase reversa) 

não foi superexpressa (não mostrado). 

Após confirmação da expressão das proteínas C (lipase) e D (prolina 

aminopeptidase) e devido à insolubilidade das mesmas, foi testada a solubilização 

mediante uso de tampão de sonicação contendo NaCl ou KCl em alta e baixa 

concentração (500 e 50 mM) em diferentes pH (6,8; 8,0 e 8,8). As proteínas 

continuaram na fração insolúvel do extrato celular em todas as condições (dados não 

apresentados).  

Apesar da maior parte da proteína expressa apresentar-se na fração insolúvel 

do extrato celular, foi avaliada a atividade enzimática lipase da proteína C em LA-

tributirina 1% para bactéria e ágar-tributirina 1% para extrato celular bacteriano; e para 

atividade protease da proteína D em LA-leite 1% para bactéria e ágar-leite 1% para 

extrato celular, segundo indicado em materiais e métodos. Para nenhum dos testes foi 

encontrado halo de clareamento de atividade hidrolítica (dados não mostrados). 



38 
 

 

Figura 4. Eletroforese do extrato de E. coli BL21(DE3) expressando as 
proteínas C e D. 

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Com setas estão indicadas as 
bandas correspondentes às proteínas C (32 kDa) e D (37 kDa). M indica o 
marcador de massa molecular em kDa (GE Healthcare). As proteínas foram 
coradas com Coomassie blue. 1: extrato celular bruto E.coli BL21(DE3) controle 
sem transformação, 2: controle fração solúvel, 3: controle fração insolúvel, 4: 
proteína C extrato celular bruto, 5: proteína C fração solúvel, 6: proteína C fração 
insolúvel. 7: proteína D extrato celular bruto, 8: proteína D fração solúvel, 9: 
proteína D fração insolúvel. 

 

Apesar da presença de códons raros na sequência de C (lipase), D (prolina 

aminopeptidase) e F (transcriptase reversa), as duas primeiras foram superexpressas 

apesar de apresentarem-se na fração insolúvel do extrato celular. Em vista disso, foi 

resolvido utilizar a estirpe E. coli Rosetta (DE3)pLysS a fim de verificar aumento de 

solubilidade (para C e D) e expressão (para F). 

Após transformação na estirpe Rosetta, encontrou-se uma alta concentração 

das proteínas C (lipase), D (prolina aminopeptidase), como observado na Figura 5, no 

entanto, ao serem separadas as frações, estas apresentaram-se insolúveis.  
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Figura 5. Eletroforese do extrato de E.coli Rosetta expressando as 
proteínas C e D.  

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteínas foram coradas com 
Coomassie blue. Com setas estão indicadas as bandas correspondentes às 
proteínas C (32 kDa) e D (37 kDa). M indica o marcador de massa molecular em 
kDa (GE). 1: proteína C extrato celular bruto, 2: proteína C fração insolúvel, 3: 
proteína C fração solúvel, 4: proteína D extrato celular bruto, 5: proteína D fração 
insolúvel, 6: proteína D fração solúvel.  

 

As bactérias hospedeiras estirpe Rosetta contendo o vetor pET-C (da lipase) 

plaqueadas em meio ágar com tributirina não apresentaram atividade, enquanto em 

meio LB-ágar com tributirina e com IPTG formaram halo de atividade hidrolítica depois 

de duas semanas de incubação (Figura 6a). Já com o vetor pET-D (da prolina 

aminopeptidase) a atividade foi evidenciada no extrato celular bruto com ágar leite 

desnatado 2% após uma semana de incubação (Figura 6b). 

Os extratos celulares brutos também foram avaliados em placa de ágar 

contendo tributirina 1% ou leite desnatado 1% e 0,1%, na presença ou ausência de 

CaCl2 0,1 mM como cofator de algumas enzimas hidrolíticas. Em todos os casos não 

houve a formação de halo frente ao controle positivo (Pronase 20 mg/mL) (dados não 

mostrados).  
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Figura 6. Placas de avaliação de atividade enzimática de colônias de E.coli 
Rosetta.  

Observa-se halo de clareamento de meio em volta da colônia como indicativo de 
atividade enzimática extracelular do hospedeiro contendo o plasmídeo com 
inserto (+) e sem plasmídeo (-). a: Colônia contendo o vetor pET-C em meio LB-
ágar com tributirina 1% e IPTG 0,5 mM após 2 semanas de incubação. b: 
Colônia contendo o vetor pET-D em meio ágar-leite desnatado 2% após 1 
semana de incubação. 

  

Apesar da transformação na estirpe Rosetta, a proteína F (transcriptase 

reversa) não foi superexpressa provavelmente devido ao elevado número de códons 

de baixa frequência em E. coli  (Suplemento 5). Por análise in silico, sua expressão 

efetiva poderia ser conseguida em organismos vegetais tais como Arabidopsis 

thaliana, Avena sativa, Anabaena variabilis, Oryza sativa, Zea mays, Musa acuminata, 

Nicotiana tabacum ou Pisum sativum. Esta análise pode sugerir que esta sequência 

pode ser originária de genoma vegetal ou, por sua função transcriptase reversa, de 

retrovírus associados a tecidos vegetais, mesmo apresentando alta similaridade com 

Syntrophobacter fumaroxidans MPOB (Tabela 4), organismo cujo habitat são 

sedimentos de água doce e biorreatores anaeróbios (Plugge et al., 2012). 

a 

b 
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Até agora, E. coli tem sido o organismo mais utilizado como hospedeiro de 

expressão na maioria dos estudos metagenômicos. Essa preferência ocorre por vários 

atributos: 1) possui uma alta eficiência de transformação, 2) permite diversidade no 

reconhecimento de sinais de expressão exógenos, 3) carece de genes de modificação 

de restrição e recombinação homóloga, e 4) versatilidade nos sinais de tradução de 

mRNA; não obstante essas vantagens, E. coli, como qualquer outro hospedeiro, é 

incapaz de expressar todo DNA exógeno devido a diferenças na maquinaria de 

transcrição, tradução e pós-tradução do organismo originário (Culligan et al., 2013). 

Algumas estratégias propostas por Culligan et al. (2013) para melhorar a 

expressão heteróloga são a utilização de hospedeiros alternativos ou duplos, a 

modificação de vetores e a optimização de códons; propostas por Uchiyama e 

Miyazaki (2009) são a engenharia de ribossomos e outros fatores envolvidos na 

transcrição e tradução, assim como tomar vantagem da biologia sintética como uma 

aproximação mais radical.  

Como hospedeiros diferentes a E. coli têm sido utilizadas bactérias do solo 

pertencentes aos gêneros Sphingomonas, Burkholderia, Bacillus, Acidobacterium e 

Verrucomicrobium, e como alternativas incluem Streptomyces, Rhizobium e 

Pseudomonas spp. e mutantes de Lysobacter enzymogenes e Pseudomonas 

fluorescens (Van Elsas et al., 2008). 

As análises bioinformáticas de hidrofobicidade indicaram que as sequências de 

aminoácidos das proteínas C (lipase) e D (prolina aminopeptidase) apresentavam 

muitas regiões hidrofóbicas (Suplemento 6), podendo explicar a insolubilidade das 

proteínas expressas, apesar disso foram tentadas várias alternativas para aumentar a 

solubilização. Nas diferentes condições de tempo e temperatura de indução o 

resultado continuou semelhante, então foi estabelecida a temperatura de 30 °C e 

incubação por 3 horas para continuar com os próximos testes. Nem mudanças na 

força iônica ou pH do tampão de sonicação levaram a um aumento de solubilidade, 

tendo sido estabelecido o tampão contendo 50 mM Tris-HCl pH 6,8 e KCl 100 mM, 

condições que funcionam para uma ampla gama de proteínas em ambiente fisiológico. 

Deste modo, foi testada a adição de diversos componentes surfactantes que 

permitiram observar uma pequena diferença, como observado na Figura 7, com os 

detergentes Triton X-100 1% e N-Lauroil sarcosina em concentrações de 0,01%, 0,1%, 

e 1%, na presença de glicerol 10%.  
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Figura 7. Eletroforese das frações solúveis contendo as proteínas C e D 
expressas em E. coli Rosetta submetidas a diferentes condições de 
surfactantes durante a lise celular. 

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteínas foram coradas com 
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa  (GE 
Healthcare). Painel a corresponde às frações solúveis da proteína C (32 kDa) e 
painel b às frações da D (37 kDa). As setas indicam as proteínas de interesse 
em maior concentração na fração solúvel do extrato celular: Linhas 1 a 3, 
presença de Tween 20; linhas 4 a 6, presença de Triton X-100, e linhas 7 a 9, 
N-lauroil-sarcosina , todas nas concentrações de 0,01%, 0,1% e 1%, 
respectivamente. Linha 10 DTT 1mM + glicerol 10%, e linha 11: Imidazol + 
glicerol 10%.  

 

Considerando que as proteínas foram obtidas em maior quantidade na fração 

solúvel na presença de Triton X-100 e glicerol, foram testados esses dois 

componentes diferencialmente em diferentes concentrações, e foi encontrado que os 

dois juntos exerciam diferença (Figura 8), sendo selecionado Triton X-100 0,5% e 

glicerol 5% para testar atividades enzimáticas em substratos artificiais como descrito 

na seção 9 dos materiais e métodos. Essas atividades tanto do extrato bruto, quanto 

da fração solúvel das duas proteínas foram nulas (resultados não mostrados).  
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Figura 8. Eletroforese das frações solúveis contendo as proteínas C e D 
expressas em E. coli Rosetta submetidas a diferentes condições de Triton 
X-100 e glicerol durante a lise celular. 

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteínas foram coradas com 
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa  (GE 
Healthcare). Painel a corresponde às frações da proteína C (32 kDa) e painel b 
às frações da D (37 kDa). Com setas estão indicadas as seleções das 
condições. 1: Glicerol 10%, 2: Glicerol 5%, 3: Glicerol 1%, 4: Triton X-100 1%, 5: 
Triton X-100 0,5%, 6: Glicerol 10% + Triton X-100  1%, e 7: Glicerol 5% + Triton 
X-100  0,5%.  

 

Em vista desses resultados, foi decidido solubilizar completamente a proteína e 

depois purificá-la. Essa solubilização foi realizada através de um gradiente de ureia no 

tampão de lise celular. Na Figura 9a é possível observar que a proteína C (lipase) foi 

solubilizada a partir de 4 M de ureia, enquanto que a proteína D (prolina 

aminopeptidase) foi solúvel a partir de 8 M (Figura 9b). A proteína solubilizada foi 

purificada por cromatografia de afinidade por ligação a metal. Frações obtidas foram 

analisadas por SDS-PAGE e são apresentadas na Figura 10.  É possível observar que 

a proteína C foi purificada eficientemente e que há pouca presença de contaminantes. 

As frações contendo maior quantidade de proteína foram agrupadas e dialisadas para 

diminuir a concentração de ureia na amostra.  Durante o processo de diálise, a 

proteína formou agregados evidenciando um processo de precipitação que também 

impediu quantificar apropriadamente a proteína purificada e cuja atividade enzimática 

foi nula com substratos artificiais como descrito na seção 9 dos materiais e métodos. 
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Figura 9. Eletroforese das frações contendo as proteínas C e D submetidas 
durante a lise celular a diferentes concentrações de ureia. 

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteínas foram coradas com 
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa. Mostram-se 
as concentrações de ureia em Molaridade. Com setas estão indicadas as 
proteínas em melhores condições de solubilidade. Painel a corresponde às 
frações da proteína C (32 kDa) e painel b às frações da D (37 kDa). 
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Figura 10. Eletroforese das frações eluídas durante a purificação da 
proteína C. 

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteínas foram coradas com 
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa  (GE 
Healthcare). As setas indicam as frações coletadas contendo a proteína C (31,83 
kDa). b: extrato celular bruto, i: fração insolúvel, s: fração solúvel, n: fração de 
não ligação na coluna, l: fração da lavagem da coluna. 1-9, primeiras 9 frações 
eluídas com o gradiente de imidazol. 

 

O Reagente CelLytic™ IB (Sigma) foi utilizado como uma alternativa na 

solubilização de agregados de proteínas ou corpos de inclusão substituindo o tampão 

de lise, segundo instruções do fabricante. A proteína foi purificada de forma 

semelhante à solubilização com ureia, entretanto, após diálise a proteína também 

precipitou e não apresentou atividade enzimática. 
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Para confirmação da identidade da proteína C (lipase) foi feita uma análise por 

espectrometria de massa tipo Maldi-Tof, uma lista de massas moleculares dos 

peptídeos gerados experimentalmente de uma amostra (Figura 11) foi comparada com 

massas moleculares de peptídeos deduzidos in silico a partir da sequência 

nucleotídica extraída da biblioteca metagenômica SM. Por comparação dos picos de 

massas manualmente foram identificados 9 dos 21 picos gerados (Tabela 8), 

confirmando que se tratava da mesma molécula peptídica.  

 

 

Figura 11. Espectrometria Maldi-Tof dos peptídeos trípticos da proteína C. 

 Estão indicadas as massas que foram encontradas na análise in silico. 
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Tabela 8. Identificação da proteína C (lipase) por espectrometria de massa. 

São apresentados os valores das massas peptídicas trípticas determinadas in 

silico e determinados por Maldi-tof com erro de 0,20 Da.  

Range Sequências peptídicas 
Massa in 

silico 
Massa por 

espectrometria 

1-22 MLAASATFTAAQTQAAGYTQTR 2259.095 - 

52-71 SGGATVYTPQVSAANSTEVR  1993.970 1993.977 

52-80 SGGATVYTPQVSAANSTEVRGEQLLLEVK 3003.551 3004.334 

52-81 SGGATVYTPQVSAANSTEVRGEQLLLEVKK 3131.646 3132.300 

72-80 GEQLLLEVK 1027.591 - 

72-81 GEQLLLEVKK 1155.686 - 

72-90 GEQLLLEVKKIVAVTGKPK 2049.256 - 

81-90 KIVAVTGKPK 1039.675 1034.105 

81-104 KIVAVTGKPKVNLIGHSHGGPTIR 2478.455 - 

82-90 IVAVTGKPK 911.580 - 

82-104 IVAVTGKPKVNLIGHSHGGPTIR 2350.360 - 

91-104 VNLIGHSHGGPTIR 1456.790 1456.569 

105-125 YVASVRPDLVASATSVAGVNK  2103.132 2103.552 

126-144 GSAVADILLGIAPPGSLSR 1793.005 1792.578 

126-156 GSAVADILLGIAPPGSLSRDVITTIATGLGK 2962.670 - 

145-156 DVITTIATGLGK 1187.676 - 

157-185 LLSLLSGSSTLPQNSLAAAQSLSTAGSAK 2772.487 - 

243-256 NDGLVSSCSSHLGK 1402.651 1408.548 

243-259 NDGLVSSCSSHLGKVIR 1770.905 - 

290-308 QHANRLQGMGLLEHHHHHH 2288.099 - 

295-308 LQGMGLLEHHHHHH 1681.801 1681.343 
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5. Análises bioinformáticas das proteínas C e D. 

Na ausência de atividade específica nas proteínas C (lipase) e D (prolina 

aminopeptidase) foram analisadas e identificadas nas sequências de aminoácidos, 

características da família das α/β hidrolases que incluem as lipases e peptidases. 

Seus modelos tridimensionais in silico confirmaram a presença de domínios de 6 e 7 

folhas β para as proteínas C e D, respectivamente (Figura 12a e 12b), sugerindo que 

estas proteínas possuem pelo menos uma estrutura terciária conservada. Também 

nessas sequências foi identificada a presença do domínio pentapeptídeo conservado 

G-X-S-X-G contendo o resíduo ligante de metal no sítio catalítico (Suplemento 7). Não 

obstante, esta análise não é suficiente para analisar seu sítio catalítico nem concluir 

acerca de sua atividade enzimática, em vista disso, prossegue-se com as análises da 

proteína C. 

A análise filogenética determinou que a proteína C agrupa-se à família das 

lipases verdadeiras, relacionada com as subfamílias I.1 e I.2. e mais relacionada com 

Vibrio cholerae (Figura 13). Segundo Arpigny e Jaeger (1999) este grupo de lipases 

apresenta três características fundamentais para sua atividade enzimática: em sua 

grande maioria precisam de uma proteína ativadora de lipases, nomeada foldase, cuja 

sequência codificadora encontra-se usualmente no mesmo operon da sequência da 

lipase; apresenta o sítio de ligação para um íon divalente como cálcio e requer sua 

presença como cofator catalítico; e contém dois resíduos de cisteína, importantes para 

a estabilização do sítio ativo da enzima. 

Na análise de sequência de aminoácidos da proteína C o resíduo serina 97 foi 

identificado como sítio de ligação para o íon cálcio (Suplemento 7a e 7b), bem como 

dos dois resíduos de cisteína nas posições 198 e 249 que poderiam formar ponte 

dissulfeto (não mostrado). 

Deste modo, para avaliar a atividade, seria necessário a coexpressão com uma 

proteína ativadora foldase como presenciado em vários organismos bacterianos, 

predominantemente do filo proteobacteria (Suplemento 8). 
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Figura 12. Modelo tridimensional em fitas das proteínas C e D geradas in 
silico por homologia de proteínas. 

Estão indicadas as folhas β características da família de proteínas α/β 

hidrolases. Gerado em Swiss-Model (Arnold et al., 2006). Painel a: Proteína C, e 
painel b: Proteína D.  
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Figura 13. Filograma das famílias de lipase.  

Realizado em ClustalW pelo método de Neighbor-joining. Indica-se para cada 
grupo a família (I-VIII), número de acesso no NCBI, organismo e as distâncias. 
Baseado em Arpigny e Jaeger (1999). 

 

 

6. Proteína ativadora de lipase.  

Tem sido demostrado que as foldases ativam somente sua respectiva lipase e 

que poderiam ser substituídas com eficiência limitada entre espécies proximamente 

relacionadas (Rosenau et al., 2004). O mecanismo molecular de funcionamento das 

chaperonas não é entendido completamente, mas sabe-se que ajudam as lipases a 
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superar a barreira energética na via produtiva de dobramento da proteína (Rosenau et 

al., 2004). Alternativamente, tem se visto em condições in vitro que a presença de 

glicerol 40% no tampão de dobramento estabiliza a conformação nativa ao estimular 

interações hidrofóbicas dentro de proteínas não enoveladas. No entanto, o glicerol não 

pode ser generalizado como substituinte das foldases  (Rosenau et al., 2004). 

Foram feitas várias tentativas para encontrar uma atividade enzimática lipase, 

tendo como requisito a coexpressão da proteína C com uma proteína foldase: 

Sua respectiva foldase poderia encontrar-se no mesmo contig de origem da 

sequência gênica de C. No entanto, o contig 335 tem um comprimento de 991 pb, e a 

sequência extraída para codificar essa proteína tem um comprimento de  897 pb, 

portanto, esse contig não podia conter outra sequência codificante, com comprimento 

estimado de 960 pb.  

Em vista da indisponibilidade da sequência da foldase referente a proteína C, 

foram desenhados primers para amplificar a sequência foldase com base no hit de 

mais alta similaridade do BLAST para a sequência nucleotídica C. Esta sequência 

pertence a Rhodoferax ferrireducens T118 e apresenta o domínio conservado ‘lipase 

chaperona’ (foldase). Foram testadas todas as condições de PCR incluindo presença 

de aditivos e DNA polimerases termoestáveis de alta fidelidade, mas o amplificado não 

foi obtido. 

Foi feita uma coexpressão da proteína C com o plasmídeo pLip XL-1B (Müller-

Santos et al., 2006), que contém o operon liphp constituído por um gene de lipase e 

um gene de foldase, provenientes da bactéria Burkholderia cepacia, que apresentou 

uma relação filogenética próxima.  Esse vetor foi gentilmente disponibilizado pelo Dr. 

Marcelo Müller dos Santos e induzido segundo suas instruções. A coexpressão em 

bactéria não produziu atividade lipase em meio sólido com tributirina em relação com a 

expressão dos vetores independentes. 

A coexpressão do vetor pET-C com o vetor lifC6G9 (Martini et al., 2011), 

contendo uma foldase para coexpressão com sua respectiva lipase de origem 

metagenômica, não mostrou uma atividade lipase diferente à previamente obtida. Esse 

vetor foi gentilmente cedido pela Dra. Viviane Martini e Robson Alnoch. 

Durante a realização destes ensaios, a biblioteca metagenômica SM foi 

analisada a fim de identificar o fosmídeo contendo a sequência codificadora para a 

proteína C. A identificação do clone foi realizada por amplificação do gene para a 

proteína C a partir dos primers utilizados neste trabalho. O fosmídeo F-10 será 
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sequenciado e a sequência codificadora para a foldase deverá ser determinada 

permitindo sua amplificação e posterior coexpressão com a proteína C. 

 

7. Análise da aproximação metagenômica 

Neste projeto foram utilizadas as duas estratégias metagenômicas: baseada na 

função e baseada na sequência. A biblioteca utilizada consistiu em 192 clones 

positivos para alguma atividade identificada pela estratégia baseada na função e cujo 

DNA fosmidial depois foi sequenciado (2,7 x106 pb) e analisado para a identificação de 

44 genes de interesse dos quais foram selecionadas somente 9 sequências para sua 

caracterização. Desta forma, segundo Ferrer et al. (2009), o descobrimento de uma 

enzima em uma biblioteca de expressão, seguida da identificação do mesmo gene na 

biblioteca de insertos e sequenciamento do fragmento identificado, constitui um meio 

poderoso de maximizar o processo de descobrimento e identificar aqueles novos 

organismos que estão produzindo essas enzimas. 

No entanto, a identificação de um gene de interesse através de expressão 

metagenômica funcional é tradicionalmente baixa e pode variar amplamente de 1 

positivo por cada 2,7 megabases de DNA até 1 por 3979.5 megabases (Culligan et al., 

2013). Isto pode ser influenciado por diversos fatores: a fonte de DNA metagenômico, 

o tamanho do gene de interesse, sua abundância dentro da biblioteca metagenômica, 

o sistema de vetor e hospedeiro selecionado, a triagem utilizada e a capacidade do 

hospedeiro para expressar o gene (Uchiyama e Miyazaki, 2009).  

Já além do desafio da seleção desses 192 clones iniciais a partir de 3300 

clones procedentes de outras bibliotecas metagenômicas, ainda durante o processo 

de análise de sequências foi vista a limitação de que uma grande parte desse material 

metagenômico (aproximadamente 13265 dos 18265 contigs) foi descartado devido à 

insuficiência de tamanho (inferior a 500 pb), limitação da metagenômica baseada na 

sequência também assinalada por outros autores (Van Elsas et al., 2008). 

75% dos clones sequenciados da biblioteca metagenômica SM utilizado neste 

projeto foram identificados a partir de atividade lipase. Esse pré-tratamento constitui 

uma das estratégias na superação de limitações da metagenômica baseada na função 

(Van Elsas et al., 2008; Schloss e Handelsman, 2003), e apesar disso, só foi 

identificado por homologia em bases de dados um gene sob essa denominação ou 

relacionados. 
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Venter et al. (2004) afirmam que o sequenciamento massivo de DNA de uma 

amostra ambiental é o método mais prático para examinar seu conteúdo genômico, 

em comparação com os estudos convencionais baseados em PCR. Não obstante, 

neste projeto foi encontrado que, em concordância com Simon e Daniel (2011), para 

tomar uma vantagem completa dessa grande quantidade de informação são 

necessárias melhores ferramentas de análise integrada e bases de dados 

compreensivas.  

Adicionalmente, na pesquisa por novas enzimas e bioatividades a partir de 

metagenomas tão ricos como os de solos, são requeridos esforços multidisciplinares 

que combinem a bioinformática, a química analítica e tecnologia de alto rendimento, 

microbiologistas, enzimologia, bioengenharia e usuários finais, entre outros (Lee e 

Lee, 2013; Ferrer et al., 2009). O esforço na superação das limitações da 

metagenômica deverá ser focado na geração de novos hospedeiros e sistemas de 

expressão, a correta anotação funcional de genes e um valioso aporte da comunidade 

científica no processo global de intercâmbio, comparação e avaliação crítica dos 

resultados metagenômicos (Culligan et al., 2013; Thomas et al., 2012). 

Com o vasto volume de proteínas não caracterizadas existentes em bases de 

dados públicas e os amplos recursos genéticos ambientais não explorados, a busca 

por genes para novas enzimas de interesse deve ser melhor dirigida, como afirmam 

Uchiyama e Miyazaki (2009) não simplesmente fazendo um Blast, mas uma predição 

funcional guiada pela estrutura. 

Recentemente a metagenômica têm sido complementada com outras 

ferramentas: as análises expressão gênica e produção de proteínas das comunidades 

microbianas gerando a metatranscriptômica e a metaproteômica, que são 

aproximações com o potencial de permitir entender a dinâmica funcional in situ e os 

processos evolutivos dos consórcios microbianos (Simon e Daniel, 2011).  Além disso, 

tem surgido o termo “metagenômica sintética” como uma derivação do estudo 

metagenômico que envolve a busca de sequências de interesse mediante mineração 

em bases de dados ou conjuntos de dados metagenômicos, seguido de síntese 

química dos genes selecionados (Culligan et al., 2013). Esta aproximação teve 

sucesso em 94% dos clones na obtenção de enzimas metil haleto transferases 

importantes na indústria química e de combustíveis (Bayer et al., 2009), e sua 

potencialidade poderia ser estendida para outras áreas. 
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste trabalho foram analisadas sequências da biblioteca metagenômica SM 

para a identificação de sequências codificadoras para enzimas de interesse 

biotecnológico. Nove sequências foram escolhidas para amplificação. Das sequências 

amplificadas, três foram clonadas em vetores pET28a ou pET29a. As sequências 

codificadoras para uma lipase e para uma prolina aminopeptidase foram 

superexpressas em E. coli, entretanto, ambas apresentaram-se insolúveis, apesar de 

diversas modificações incluindo estirpe bacteriana, temperatura de incubação, 

concentração de sal, entre outros. Análises realizadas com a lipase indicaram a 

necessidade de uma proteína foldase (chaperona) para a obtenção de uma enzima 

ativa. Ensaios com a coexpressão de chaperonas relacionadas a duas outras lipases 

não resultaram em atividade. A identificação do fosmídeo da biblioteca metagenômica 

SM contendo o gene para a lipase poderá levar à identificação da sequência da 

foldase correspondente e posteriormente sua coexpressão, permitindo a análise da 

atividade desta lipase. 

Para uma avaliação completa das sequências propostas neste projeto teriam 

de ser feitas várias modificações: na sequência A (glicosil hidrolase), buscar sua 

amplificação a partir da biblioteca metagenômica SM e não do genoma de A. 

brasilense FP2, já que apesar de sua similaridade os primers possivelmente são 

específicas para sua fonte original. Nas sequências B (triptofanase), E 

(metaloprotease), e G (deidratase), deveriam ser redesenhados os primers de 

amplificação tendo em conta a inserção do número de bases suficientes para uma 

digestão eficiente pelas enzimas de restrição. Já para a expressão da proteína F 

(transcriptase reversa) deveria ser feita uma síntese da sequência com modificação de 

seus códons raros por códons de uso frequente em E. coli ou pode ser utilizado outro 

organismo hospedeiro de expressão.  

Para posteriores trabalhos baseados na aproximação metagenômica para 

busca de proteínas de interesse das indústrias biotecnológicas, a prospecção pode ser 

dirigida para enzimas mais específicas dentro do amplo espectro das reações 

envolvidas no metabolismo ou outras vias. Adicionalmente, deve ser buscado maior 

suporte das ferramentas bioinformáticas existentes assim como deve ser fortalecida 

sua expansão em conteúdo curado e sua criação para novas aplicações. 



55 
 

No Brasil, tendo recentes avanços importantes biotecnológicos na 

metagenômica, o sequenciamento de nova geração, a bioinformática e os novos 

procedimentos de extração de ácidos nucléicos, junto com as análises convencionais, 

existe uma grande oportunidade de estudar a enorme biodiversidade do microbioma 

para ser transformado em riqueza biotecnológica. Essa busca pode ser facilitada 

através de iniciativas de colaboração entre comunidades científicas nacionais e 

internacionais como o recentemente constituído “Brazilian Microbiome Project” (BMP) 

(Pylro et al., 2013). 
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Suplemento 1. Sequências de nucleotídeos selecionadas e suas traduções.  

As sequências encontram-se no formato FASTA. a. Sequências de nucleotídeos, b. 
sequências de aminoácidos. 

a. Sequências de nucleotídeos  
 
>contig01139 glycosyl hydrolase FP2 pET-29b NdeI/EcoRI  PolyHisC-ter (A) 
gctcatATGGGATGCGAAGCCATGCCCGGTGCCGTAAGGGACGGATCGGCAATCCAGATGG
ACGCGGATACGGGGCGGACCGGCACACCCAGTCCCCCCGCTCGGGGAGCTGCGGCGCC
GCTGGGAGCGATCCCCACCGGCCAGGGGACGAACTTCAGCGTGTTTTCGAAGCACGCGA
CCGGAATCGAGCTGCTGCTTTTCGACCGCGCCGAGAATGCGGGGCCTGCGCGCGTGATC
CACCTCGATCCCTCCACCCATCGCACCTATCATTACTGGCACGTGTTTCTTCCCGGCGTGA
CGGCCGGCCAAATCTATGGGTATCGCGCCGAGGGGCCATGGGACCCCGCCAACGGCCTG
CGCTTCGATCGGGACAAGCTTCTCCTTGATCCCTATGGCCGCGCGGTGGTCGTTCCGGAC
CGCTACAGCCGCGACGACATCCGCAAACCCGGTGACGATTGCGGCGGCGCCATGAAAAG
CGTGGTTGTGGATCCGGGGTCCTACGATTGGGAAGGCGACGCACCGTTGCGGCGGTCGT
CCGCGCAGACCATCGTGTATGAGATGCATGTGCGCGGATTCACACGCCATCCCAGTTCCG
GCGTCGGCGGGAAGACCCGCGGCACGTTTGCCGGGCTGATCGAGAAGATTCCGTACCTG
CAGAAATTGGGCGTCACCGCGGTGGAACTGCTGCCGGTGTTCCAATTCGATGCGCAGGAT
TGCCCGCCGGGAAAGGTCAACTACTGGGGATACGCGCCGGTCTCGTTCTTTGCGCCGCAT
GCGGCGTACAGTTCGCGTTCCGATCCGCTCGGTCCGCTGGACGAGTTCCGCGACATGGT
CAAGGCGCTGCACCGCGGCGGCATCGAGGTCATCCTCGACGTCGTTTTCAACCACACGG
CGGAAGGCGACCACAACGGGCCGACCCTGTGTTTCCGAGGGTTGGACAATCCCACCTACT
ATCTTCTCGAGGACGACCGATCCCGCTACGCCAACTACACGGGCACCGGGAACACCTTGA
ACGCCAATCACCCTGTCGTCCGGCGCATGATCGTGGACAGCCTTCGATACTGGGTCGAGA
CGATGCATGTGGACGGCTTCCGCTTCGATCTGGCCTCGGTTCTGTCCCGCGACACATCGG
GGCATCCGATCCCGAACGCGCCGATCCTGTGGGACATCGAAACGGAACCGGCGCTTGCC
GGTACGAAGCTGATCGCCGAGGCTTGGGATGCGGCGGGCCTTTATCAGGTCGGCAGTTT
CGTCGGCGACAGCTGGAAGGAATGGAACGGACGGTTCCGTGACGACGTGCGTGCGTTTT
TCCGCGGTGAACCGGGATCGGTGACCCAGATCGCGGACCGCATCCTGGGCAGCCCGGAG
ATCTACGGGCATGAGGAGCGGGAGGCTGAACAAAGCGTCAACTTCGTGACCTGCCATGAC
GGTTTTACGCTCAACGACGTGGTGTCCTACGATCGCAAGCACAACGAGGCGAACGGCGAG
GACAACCGCGATGGCGCGGACGACAACCGCAGTTGGAACTGCGGCGTCGAAGGCCCGAG
CGACGATCCGGCAATCGAGCGGCTGAGAAGCCGCCAAGTGAAGAACCTCCTGACCGTGA
CGATGCTATCGCTCGGCATCCCGATGATCACGATGGGCGACGAGGCGCGGCGCACCCAG
TCCGGCAACAACAACGCCTACTGCCAGGACAACGAGACCAGTTGGTTTGATTGGACGCTG
GTCGAGACGCACGCGGACGTGCACCGGTTCGTCACTGTGCTCAACACACGCCGAAGTCT
GCGGGACAGGATGTACGAGCGGGTGCCTTTGCGGCAGCTGCTCCGGAAGGCGAAGATAA
CCTGGCACGGCGTGACCCCCGAGCAACCGGATTGGAGCCGCGATTCCCACAGCATCGCC
GTCGAAGCGAAGGTGGAGCAGGGTCGGCTTCGCATTTACCTGATCCTGAACGCCTACTGG
AAACCGCTTCGCTTTGACCTTCCGCCAGCAAATGACGGTCGTGTTGGCCCATGGCGCCGA
TGGATCGACACCTCGCTCGACCCCCCATGTGATATCGTCGAGTGGAACTTGGCGCCGACG
CTGAGTGAGTTGTCCTATCTGGTGGAAGCGCGGTCCGTCGTCGTGCTGATCCATGACGCC
GGCGAACCGACCCAACTGTCGaattccTG 
 
>Contig 623 – triptofanase INV-COM pET-29b NdeI/EcoRI  PolyHisC-ter (B) 
ggcatATGAGATTTCCATCTGAGCCGTTCAAAATCAAAGTGGTGGAACCCATTCGTCGCACAA
CGCGCGAGGAGCGGGACCGTCTGCTGCGCGAGGCCGGCTACAACTTGTTTCATGTGCCG
GCAGAGAGTGTGTACGTCGATCTGTTGACCGACAGCGGCACATCCGCCATGAGCGACAAC
CAATGGGCGGGCCTGATGCTCGGTGACGAGTCCTATGCCGGCAGCAAGAACTATTACCAC
TTCGAAGAGGTCGTACGGTCCATCTTCGGTTACAAGCACGTCATTCCCACACACCAGGGG
CGCATGGCGGAAAATCTCCTCTTCACCACCATCGTGAAGCCAGGCATGTGCGTCCCGAAC
AATATTCATTTTGATACTACGCGTGCAAACGTTGAGCATCAAGGAGCACAGGCCCTGGATA
TGGTGGTCAAAGAGGCTTACGACCCGCACTGCGAGTTGCCATTCAAGGGAAATATGGACT
TGGTTCGTTTGGAGGGGACGATCAATCGAGTCGGGCGGGACCACATTCCGTTGGTCATGT
TGACGATCACCAACAACAGCGGAGGCGGGCAACCGGTCTCGATGGACAATATCCGTGCGA
CGCGCGTACTGCTCAACCGTTACGACATTCCTCTCTTTTTCGACGCCTGCCGGTTTGCGGA
AAATTGTTTTTTCATTAAGGAGCGCGAGCCGGGCTATGACGGGGTATCGATTCTCGATATC
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GCGCAGGAACTCTTCAGCTATGGCGATGGCTGCACGATGTCCGCCAAAAAGGATGGCCTC
GTGAATATCGGAGGATTTCTCAGCCTGAAGAATGATCAGTGGGCACAAGACATTACCAACA
TGCTCATCCTGGTCGAAGGCTTTTCGACCTACGGAGGATTAGCAGGCCGTGATCTCGAAG
CGATGGCCAGAGGGTTGCGCGAAGTGTTGGACGAAGACTACCTGAGCTTCCGGATAGGG
CAGGTCCGCTATCTAGGAGAGTTGCTGGATCAAGCCGGGGTGCCCATTCTCAAACCGATC
GGGGGGCACGCCGTCTATCTCAACGCGAAAGAATTTCTGCCTCACATCCAGCAGGCCCAA
TTTCCCGCCCAAGCGTTGGTGGCCGCCCTTTATCGGGAGTATGGTATCAGGGGGGTGGAG
ATCGGCACCGTAATGTTTGGAAAGACAGATTCCGCGACCGGTCGAACGATCTATCCAGAG
CTCGAGATGGTTCGGCTGGCCATCCCCCGTCGGGTGTATACGAACATGCAGATCACCTAT
GTCGCCGAATCAATCATCGAGCTGTATCAGCGGCGCGAGATGATTCATGGACTCGCCTTG
ACCTATGAGGCCTCCGTCCTGCGGCACTTCACGGCCCGATTTACGGAACTCCATGACCAG
TCCCTCTTCCAGCGCTCTGCCTCAtcgaattctg 
 
>contig_335  Triacylglycerol lipase INV-COM pET-29b NdeI/XhoI  PolyHisC-ter (C) 
gtacatatgCTGGCCGCCAGCGCCACTTTTACTGCCGCCCAGACTCAGGCTGCAGGTTACACC
CAGACCCGTTATCCGATTGTACTGGTACACGGTTTATTCGGCTTCGATAACATCGGGCCGG
TGGAATATTTCTACGGCATCCCGTCTGCGCTGCGTTCCGGCGGCGCAACGGTGTACACGC
CGCAAGTGTCGGCAGCCAACAGCACCGAAGTGCGCGGTGAACAGCTCTTACTGGAAGTAA
AAAAAATCGTCGCGGTCACCGGTAAACCGAAAGTGAATCTGATCGGTCACAGCCACGGCG
GGCCTACCATCCGTTATGTGGCTTCGGTACGTCCGGATCTGGTTGCGTCGGCAACTTCAG
TGGCAGGCGTTAACAAAGGTTCTGCGGTGGCGGATATTCTGCTGGGCATCGCGCCGCCG
GGCAGTTTGTCACGCGATGTGATTACGACGATTGCTACCGGCCTCGGTAAATTGCTGTCG
CTGCTGTCTGGCAGTTCCACATTGCCACAGAATTCACTGGCGGCCGCGCAATCCTTGTCAA
CGGCGGGTTCGGCAAAATTCAATGCTGCGCATCCGGCCGGTTTACCGAGCACAGCTTGCG
GCGAGGGCGCGTATCAGGTCAATGGTGTTGCCTATTTCTCATGGAGTGGCGCATCGAATT
ACACCAATGTGCTGGATATTCTGGATCCGGCGCTGGCAGTAACCGGTCTGGCTTTCGGCG
GCGCGAAAAATGATGGTCTGGTGTCTTCCTGTTCCAGCCATCTGGGTAAGGTCATTCGCGA
TGATTATGCGATGAACCATGCGGATGAAATCAACCAGAGCGTGGGTATTGTGAATCTGTTT
GAAGTGAATCCGGTGTCGGTGTTCCGCCAGCACGCCAACCGCCTGCAGGGCATGGGTCT
Gctcgagtc 
 
>Contig 35 proline-specific peptidase pET-28a NheI/XhoI  PolyHisN-ter (D) 
gctagcATGAACACGGTCAAAACGGGCGGCGTTCAGATGGTGTCCATAGACGGTCGGTTTCA
AGTCTGGACGAAACGAATAGGCGCCGGTCCGCCGACGATGCTGACTCTGCATGGCGGTC
CCGGCTCCACTCACGAATACTTCGAATGCTTCGAGGATTTTCTGCCGCCCAATGGGATTCA
GCTCATTTACTATGATCAGCTCGGATCGGGCAACTCCGATCAGCCCGATAATCCGGCCCTT
TGGGTGGTCGAGCGCTTTCGTGACGAGGTAGAACAGGTCAGAGCGGCGCTCGGCCTCAC
CGGATTCTACTTATATGGCCACTCCTGGGGCGGTATGCTCGCAATCGAATACGCGTTGAAA
TACCAAAGCCATCTCAAGGGTCTGATCATTTCGAACATGACTGCCAGCATAGCGTCGTATG
TTACTTACGTTAATGAGCTGCGGCGCCAACTACCCGCCGAGTCGCAGCGCATTCTGGAAC
GATACGAAGCGACCGGGGAATACACAGCACCAGAATATGAGAAAGTCATGTTCGGAGAAA
TTTATTCCAGGCACTTATGCCGCCTTGCTCCATGGCCGGAACCTTTGATCCGGATGATCCG
GCATATGAACCAGAAGGTCTACAACAAGATGCAGGGTCCCAATGAATTCGTGGTCACCGG
AACCTTCAAAGACTGGGATCGATGGGACGATATCAAAAATATAAACGTCCCCACTCTGTTAT
CAGTGGGCCGTTTCGATACGATGAGCGTGGCCGACGTCGAAAGGATGGGCACCCTGATTC
CCAATGCGCGAGTATCGATTTGCGAGACGGGCAGCCATTGTTCAATGTACGACGATCAGG
AGCGCTATTTTGAAGATCTGGTTCGCTTCATCAAAGATGTCGAGGCGGGAAAGCTCGTTTG
Actcgagtag 
 
>contig_221  metalloprotease pET28b NcoI/XhoI  PolyHisC-ter (E) 
gtccatgGAAGAGCGGCCGCTGACTGCCGAAGAACAGCGAAGCAAAGAATTTGCGGCTACGA
TCCTGCGCTTCACGGAAAAAGTTTGGGACGAACAGTTCCAAAAAATCGGCAAGAAATATTC
CAAGCCGCACATGGTCCTCTTCTCCGAGCAAGTCGATACCGGCTGCGGCTCGGCGCCGT
CGGCCGTGGGTCCCTTCTATTGCCCCGCGGACAAAACTGTCTATCTCGACCCGACGTTTTT
CGATGAGCTGCAAAACAAATTGGGCGGTTCCAAGGGCGAATTCTCGCAGGCCTACGTCAT
TGCTCACGAAGTTGGTCATCACGTGCAAAACCTGCTGGGATATAGCAGAATCGCGGATGA
AAATCAGCAGAGCGCACCTAGTAAAGCGAAAGCGAATGAGTGGTCCGTCCGCCTGGAGCT
GCAAGCCGACTACCTCGCCGGCGTCTGGGCGCACCACGGCAAAAAGGAATTCAATTTTAT
CGAGCCGGGCGACATCGAGTCCGCGATCAAGACGGCTAATGCGATCGGGGACGACCGCT
TGCAAAAGCGCGCTACCGGATTCACCTCGCCGGAGAAATACACTCATGGCACATCGGCTC
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AGCGTCTCAAATGGTTCCGCGCCGGCTTCGAGACCGGCGACTTGAAAAAGATGAAGGAGC
TTTTTGACTTGCCGTATAAGAAACTGctcgagTGA 
 
>contig_2122   Reverse transcriptase INV-COM pET-28a NheI/XhoI  PolyHisN-ter (F) 
gtagctagcATGACGGCAAGAGACGCAGAAAGTATGGCTGAGAAGCCCGAATCCCACTCGGG
AGGTAGCGGTCGGAAATCGCGAGATAACGAGGCGGGTGCGTCAAGGGTCACGGCAAGGG
GAGAAGACTCTAGCCCGGAGTGCGAGCAGTTGATGGAAGCAGTGGTCGAGCGAGGGAAC
ATGCAGACCGCGCTCCAGCGAGTGATGAGCAACAGGGGAGCAGCCGGAGCCGACGGGAT
GACGGTTGATGAACTGAAGCCGCACTTGAGGGAGGAGTGGAAGCGGATCAAAGGAGAAC
TGCTGGCAGGGGAATACCAACCGGAGCCAGTGCTGAAGGTAGAGATACCGAAGGCAGAG
GGGAAAGGGGTGCGAAAGCTTGGCATCCCGACGGTGGTGGACCGGCTGATCCAGCAGGC
GTTGCATCAAGTACTAAGCCCGATCTTTGAGCCAGGATTTTCGGAATCGAGCTATGGCTTT
CGGCCAGGCCGGAGCGCACAGGATGCGGTGCGGCAAGCACGGGCATATGTGGGTGAAG
GGCGGCGGTGGGTCGTAGATATCGACTTGGAGAAATTCTTTGACCGAGTTAATCACGACA
AAATGATGTCGCGGCTAGCGAGGCGGATCAAGGATAAGCGGATACTGCGGATGATCCGAA
GGTACCTACAGGCTGGAATGATGGAAGGCGGGCTGGTGACACAGAGGAGAGAGGGGACG
CCGCAGGGCGGGCCGCTATCGCCGCTGTTGTCGAACATTCTGCTGGATGAGCTGGACAA
GGAACTGGAGAGACGAGGGCACAAGTTCTGCCGGTACGCCGACGATTGCAATGTGTATGT
GCGGAGTCGAAGTGCCGGGGAGCGAGTGAAGGAGTCGATCACAAGGTTTCTTGAAAGGC
GACTGCGGCTGAAGGTAAACGAGGAGAAGAGCGCAGTAGAGCGGCCGTGGAAGAGGAAG
TTTCTGGGCTACACAATGACGTGGCACCTGGAACCGCGAATAAAGGTAGCGGAGAACTCG
GTGAAACGACTAAAGGTGAAGCTGCGGGAGATTCTGCGGCAGGGCCGAGGACGCAACAT
TGGGAGACTAATCGAGGAAGAACTAACACCGCTGCTGAGAGGCTGGATGAACTATTTCCG
GCTGGCGGAGGTGAAAGGAATCTTCGAGGAGTTAGATAGCTGGATACGGCGGAAGTTGAG
GTGTGTAATCTGGCGGCAATGGAAGCGCACCTGGGCGCGGGTAAAGGGACTGATGAAGC
GTGGTTTGGAGAGGGATCGGGCGCTGAAATCAGCGACTAATGGGCGAGGGCCATGGTGG
AACGCTGGGGCCTCGCACATGCACGAGGCCTTTCCCAAGACATACTTTGATCGCTGCGGT
TTGGTGTCGCTGCTAGATCAACGGCTCAAAGTCCAGCGTACTTCATGActcgagac 
 
> contig_2026  deidratase pET-29b  NdeI/XhoI  PolyHisC-ter (G) 
gtcatatgATTTTAATTAGTAGTCGGGTTGGGAGTACAGAAATGAGCGGACTTTATTTCGAGGA
GTTCAAAGTCGGGCAGCTGTTCCATCATGCGATCACTCGCACGGTCACCGAGACCGACAA
CCTCCTTTTCACCACGCTGACTCACAATCCGCAGCCCCTGCACCTCGATGTCGAGTTCGTC
AAACAAACCGAGTTCGGTCAGCGCCTTGTCAATAGCATTTTCACCCTGGGCTTGATGATCG
GGGTTTCGGTCGGTGACACCACCTTGGGCACGACCGTCGCCAATCTGGGGATGAACGAT
GTTCGATTCGCCAACCCGGTCTTCATCGGCGATACGTTGCGAGCACAAAGCACGGTGCTG
GAAATGCGTGAAAGCAAGTCACGACCTGATGCAGGCATCGTAGTGTTCGAGCACCGATGC
CTGAACCAGCGCGACGAGGAAGTCGGTTACTGCAAGCGGTCCGCCTTGATGCGCAGGAA
GGCAAGActcgagagTAG 
 
>amilase S pET29b NdeI/BamHI PolyHisC-ter (S) 
actcatatgGCACAGCCGGCCGCTGGACCGAGGGTCTCCAAGGTTGAACCGCCGAATTGGTG
GATGGACTTTGCACCGACGGTCATGTTTCTGCTCTACGGTGAGAACCTTGGGGGAGCCAA
TGTTTCAGTTGATTATCCGAACGCGGTGGTTGCCAAAGTTCTACCTCAACCCGATGGGAAG
CACCTCTTTGTCTGGTTGAGTTTTTATCCAGGAACCCGCCCGGGAGATGTCGTGATTCACG
TGAAGACGCCGTCCGGCGAGACAAGCGTGCCTGTGCCATTGTTGCAGCGCTCGCCCCAG
GAAGGACGGTTTCAAGGAATCACGCGCGACGATGTCATCTACCTAATCATGCCCGACCGC
TTTGCGGACGGCGATCCCGCAAACAACATGCCGCCAGGTGCTGCTCCAGGTACTTACGAC
CGGAGCGGCGCTAAGACCTATCACGGTGGCGACCTGAAGGGAATCCAAGAGCACCTGCC
GTACTTGAAGGACCTTGGAGTGACGGCGCTTTGGCTCACGCCGTTGTACGACAATGACAA
CTCAACTTCGGATTACCACGGCTACGGAGCAGTGGACGAATACGCCGTTGAAGATCACTT
CGGCACGATGAAGTCCTATCAAGACTTGGTAGCCGCTGCTCATCAGGTCGGCCTGAAGGT
GATGCTGGACATGGTTCCCAACCATGTTGGCCCCAAGCATCCCTGGGCGACGTCACAGCC
CGCTCCGGATTGGCTGCACGGAACGACCGAGCATCATCTCGACACAGACTATTACTATGC
GCCTGTCACTGATCCCCACGCAGTCAAGGCAAATTATGTGAGCGCGCTCGAAGGCTGGTT
CGCTGACGTCCTACCAGACCTGGCGCAGGAGAATCCGCTGGTGGCGCTATACCTGCTCCA
GAATGCCGAGTGGTGGACAGAGAGTGGCGGGGTCGACGGCTTCCGTATTGACACATTTCC
CTACGTGCCGCGGAGCTTTTGGCAGTACTACCACGCGGGATTGTTCTCCCATTTTCCAAAC
TTCTTCACGGTCGGCGAGATATACAACTCAGACCCAACGGTGACGTCGTATTGGGCTGGC
GGGCAGACCGGGTTCGACGGCATCGACACCCACCTGACAACGCCGTTCGATTTCCCAATG
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AACGCCGCGATTCGCGAAGTCGTTGCTCATGGAGCTTCGGCGAAGAAGATTGTGGACGTG
CTTCGCCAGGACCGGCTGTATCCGCATCCTGAGCTGCTGGTCACCTTCATCGGCAATCAC
GACATGAAGCGCTTCCTGACCGATGCCAACGGCTCACAGGAAAAGCTGAAGCTGGCATTT
TCGTTGCTGGCCACACTGCGCGGAATTCCTCAGCTTTATTACGGCGATGAAATCGGCATGA
CCGGCGGCGACGACCCAGACAATCGCCATGATTTTCCCGGTGGATTTCCCGGCGACCAG
CACAATGCCTTCACACAAACTGGCAGAACGCCGGATGAGCAGGAAATCTTCGCCCACGTA
CAAACTGTATTGAAGCTTCGACAGGAACACCCTGCCTTGCGCCGAGGCGCGCAAAAGCAT
ATAGCGGTTGGGGACAAGTACTATGCATTCACGCGCGAGGGCGATGGCGAGCGCTTACTG
ATCGTGTTGAACAACGGTGATGCCGAGAACATCACCATTGATCTCAGCGACACCTCCATCG
CCGATGCGAAAACGATCACCCCGCTCTTCTCCGCCTCCCCGGCACAACTCCAGGGCAGTT
TATTGCGCCTGCAACTTGCACACAACAGTCTGACGGTCTATCGGGTGCAGGATCCGA 
 
>amilase W  pET29b NdeI/BamHI PolyHisC-ter (W) 
gctcatATGACAATCGCCGGTCCAATTCATCATTGTGCCCGTCTTCATCGTTGTGCTCTCGTGT
TCCCGCTGCTTCTCTCGTTGACTGCAGCTGCACAGCCGGCCGCTGGACCGAGGGTCTCCA
AGGTTGAACCGCCGAATTGGTGGATGGACTTTGCACCGACGGTCATGTTTCTGCTCTACG
GTGAGAACCTTGGGGGAGCCAATGTTTCAGTTGATTATCCGAACGCGGTGGTTGCCAAAG
TTCTACCTCAACCCGATGGGAAGCACCTCTTTGTCTGGTTGAGTTTTTATCCAGGAACCCG
CCCGGGAGATGTCGTGATTCACGTGAAGACGCCGTCCGGCGAGACAAGCGTGCCTGTGC
CATTGTTGCAGCGCTCGCCCCAGGAAGGACGGTTTCAAGGAATCACGCGCGACGATGTCA
TCTACCTAATCATGCCCGACCGCTTTGCGGACGGCGATCCCGCAAACAACATGCCGCCAG
GTGCTGCTCCAGGTACTTACGACCGGAGCGGCGCTAAGACCTATCACGGTGGCGACCTGA
AGGGAATCCAAGAGCACCTGCCGTACTTGAAGGACCTTGGAGTGACGGCGCTTTGGCTCA
CGCCGTTGTACGACAATGACAACTCAACTTCGGATTACCACGGCTACGGAGCAGTGGACG
AATACGCCGTTGAAGATCACTTCGGCACGATGAAGTCCTATCAAGACTTGGTAGCCGCTGC
TCATCAGGTCGGCCTGAAGGTGATGCTGGACATGGTTCCCAACCATGTTGGCCCCAAGCA
TCCCTGGGCGACGTCACAGCCCGCTCCGGATTGGCTGCACGGAACGACCGAGCATCATC
TCGACACAGACTATTACTATGCGCCTGTCACTGATCCCCACGCAGTCAAGGCAAATTATGT
GAGCGCGCTCGAAGGCTGGTTCGCTGACGTCCTACCAGACCTGGCGCAGGAGAATCCGC
TGGTGGCGCTATACCTGCTCCAGAATGCCGAGTGGTGGACAGAGAGTGGCGGGGTCGAC
GGCTTCCGTATTGACACATTTCCCTACGTGCCGCGGAGCTTTTGGCAGTACTACCACGCG
GGATTGTTCTCCCATTTTCCAAACTTCTTCACGGTCGGCGAGATATACAACTCAGACCCAA
CGGTGACGTCGTATTGGGCTGGCGGGCAGACCGGGTTCGACGGCATCGACACCCACCTG
ACAACGCCGTTCGATTTCCCAATGAACGCCGCGATTCGCGAAGTCGTTGCTCATGGAGCTT
CGGCGAAGAAGATTGTGGACGTGCTTCGCCAGGACCGGCTGTATCCGCATCCTGAGCTGC
TGGTCACCTTCATCGGCAATCACGACATGAAGCGCTTCCTGACCGATGCCAACGGCTCAC
AGGAAAAGCTGAAGCTGGCATTTTCGTTGCTGGCCACACTGCGCGGAATTCCTCAGCTTTA
TTACGGCGATGAAATCGGCATGACCGGCGGCGACGACCCAGACAATCGCCATGATTTTCC
CGGTGGATTTCCCGGCGACCAGCACAATGCCTTCACACAAACTGGCAGAACGCCGGATGA
GCAGGAAATCTTCGCCCACGTACAAACTGTATTGAAGCTTCGACAGGAACACCCTGCCTTG
CGCCGAGGCGCGCAAAAGCATATAGCGGTTGGGGACAAGTACTATGCATTCACGCGCGA
GGGCGATGGCGAGCGCTTACTGATCGTGTTGAACAACGGTGATGCCGAGAACATCACCAT
TGATCTCAGCGACACCTCCATCGCCGATGCGAAAACGATCACCCCGCTCTTCTCCGCCTC
CCCGGCACAACTCCAGGGCAGTTTATTGCGCCTGCAACTTGCACACAACAGTCTGACGGT
CTATCGGGTGCAGGATCCGA 
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b. Sequências de aminoácidos 

>A_ glicosil-hidrolase 
MGCEAMPGAVRDGSAIQMDADTGRTGTPSPPARGAAAPLGAIPTGQGTNFSVFSKHATGIELL
LFDRAENAGPARVIHLDPSTHRTYHYWHVFLPGVTAGQIYGYRAEGPWDPANGLRFDRDKLLL
DPYGRAVVVPDRYSRDDIRKPGDDCGGAMKSVVVDPGSYDWEGDAPLRRSSAQTIVYEMHV
RGFTRHPSSGVGGKTRGTFAGLIEKIPYLQKLGVTAVELLPVFQFDAQDCPPGKVNYWGYAPV
SFFAPHAAYSSRSDPLGPLDEFRDMVKALHRGGIEVILDVVFNHTAEGDHNGPTLCFRGLDNP
TYYLLEDDRSRYANYTGTGNTLNANHPVVRRMIVDSLRYWVETMHVDGFRFDLASVLSRDTS
GHPIPNAPILWDIETEPALAGTKLIAEAWDAAGLYQVGSFVGDSWKEWNGRFRDDVRAFFRGE
PGSVTQIADRILGSPEIYGHEEREAEQSVNFVTCHDGFTLNDVVSYDRKHNEANGEDNRDGAD
DNRSWNCGVEGPSDDPAIERLRSRQVKNLLTVTMLSLGIPMITMGDEARRTQSGNNNAYCQD
NETSWFDWTLVETHADVHRFVTVLNTRRSLRDRMYERVPLRQLLRKAKITWHGVTPEQPDWS
RDSHSIAVEAKVEQGRLRIYLILNAYWKPLRFDLPPANDGRVGPWRRWIDTSLDPPCDIVEWNL
APTLSELSYLVEARSVVVLIHDAGEPTQLSNS 
 
>B_ triptofanase 
MRFPSEPFKIKVVEPIRRTTREERDRLLREAGYNLFHVPAESVYVDLLTDSGTSAMSDNQWAG
LMLGDESYAGSKNYYHFEEVVRSIFGYKHVIPTHQGRMAENLLFTTIVKPGMCVPNNIHFDTTR
ANVEHQGAQALDMVVKEAYDPHCELPFKGNMDLVRLEGTINRVGRDHIPLVMLTITNNSGGGQ
PVSMDNIRATRVLLNRYDIPLFFDACRFAENCFFIKEREPGYDGVSILDIAQELFSYGDGCTMSA
KKDGLVNIGGFLSLKNDQWAQDITNMLILVEGFSTYGGLAGRDLEAMARGLREVLDEDYLSFRI
GQVRYLGELLDQAGVPILKPIGGHAVYLNAKEFLPHIQQAQFPAQALVAALYREYGIRGVEIGTV
MFGKTDSATGRTIYPELEMVRLAIPRRVYTNMQITYVAESIIELYQRREMIHGLALTYEASVLRHF
TARFTELHDQSLFQRSASSNS 
 
>C_ lipase_ His-Tagged 
MLAASATFTAAQTQAAGYTQTRYPIVLVHGLFGFDNIGPVEYFYGIPSALRSGGATVYTPQVSA
ANSTEVRGEQLLLEVKKIVAVTGKPKVNLIGHSHGGPTIRYVASVRPDLVASATSVAGVNKGSA
VADILLGIAPPGSLSRDVITTIATGLGKLLSLLSGSSTLPQNSLAAAQSLSTAGSAKFNAAHPAGL
PSTACGEGAYQVNGVAYFSWSGASNYTNVLDILDPALAVTGLAFGGAKNDGLVSSCSSHLGK
VIRDDYAMNHADEINQSVGIVNLFEVNPVSVFRQHANRLQGMGLLEHHHHHH 
 
Obs. É indicado o pentapeptídeo conservado característico da família das α/β hidrolases. 
 
>D_ prolina-peptidase_His-Tagged 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMNTVKTGGVQMVSIDGRFQVWTKRIGAGPPTMLTLHGG
PGSTHEYFECFEDFLPPNGIQLIYYDQLGSGNSDQPDNPALWVVERFRDEVEQVRAALGLTGF
YLYGHSWGGMLAIEYALKYQSHLKGLIISNMTASIASYVTYVNELRRQLPAESQRILERYEATGE
YTAPEYEKVMFGEIYSRHLCRLAPWPEPLIRMIRHMNQKVYNKMQGPNEFVVTGTFKDWDRW
DDIKNINVPTLLSVGRFDTMSVADVERMGTLIPNARVSICETGSHCSMYDDQERYFEDLVRFIK
DVEAGKLV 
 
Obs. É indicado o pentapeptídeo conservado característico da família das α/β hidrolases. 
 
>E_ metaloprotease 
MEERPLTAEEQRSKEFAATILRFTEKVWDEQFQKIGKKYSKPHMVLFSEQVDTGCGSAPSAVG
PFYCPADKTVYLDPTFFDELQNKLGGSKGEFSQAYVIAHEVGHHVQNLLGYSRIADENQQSAP
SKAKANEWSVRLELQADYLAGVWAHHGKKEFNFIEPGDIESAIKTANAIGDDRLQKRATGFTSP
EKYTHGTSAQRLKWFRAGFETGDLKKMKELFDLPYKKLLE- 
 
>F_ transcriptase-reversa_His-tagged 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMTARDAESMAEKPESHSGGSGRKSRDNEAGASRVTARGE
DSSPECEQLMEAVVERGNMQTALQRVMSNRGAAGADGMTVDELKPHLREEWKRIKGELLAG
EYQPEPVLKVEIPKAEGKGVRKLGIPTVVDRLIQQALHQVLSPIFEPGFSESSYGFRPGRSAQD
AVRQARAYVGEGRRWVVDIDLEKFFDRVNHDKMMSRLARRIKDKRILRMIRRYLQAGMMEGG
LVTQRREGTPQGGPLSPLLSNILLDELDKELERRGHKFCRYADDCNVYVRSRSAGERVKESIT
RFLERRLRLKVNEEKSAVERPWKRKFLGYTMTWHLEPRIKVAENSVKRLKVKLREILRQGRGR
NIGRLIEEELTPLLRGWMNYFRLAEVKGIFEELDSWIRRKLRCVIWRQWKRTWARVKGLMKRG
LERDRALKSATNGRGPWWNAGASHMHEAFPKTYFDRCGLVSLLDQRLKVQRTS- 
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>G_ deidratase 
MILISSRVGSTEMSGLYFEEFKVGQLFHHAITRTVTETDNLLFTTLTHNPQPLHLDVEFVKQTEF
GQRLVNSIFTLGLMIGVSVGDTTLGTTVANLGMNDVRFANPVFIGDTLRAQSTVLEMRESKSRP
DAGIVVFEHRCLNQRDEEVGYCKRSALMRRKARLES 
 
>S_amilase-sem-peptídeo-sinal 
MAQPAAGPRVSKVEPPNWWMDFAPTVMFLLYGENLGGANVSVDYPNAVVAKVLPQPDGKHL
FVWLSFYPGTRPGDVVIHVKTPSGETSVPVPLLQRSPQEGRFQGITRDDVIYLIMPDRFADGDP
ANNMPPGAAPGTYDRSGAKTYHGGDLKGIQEHLPYLKDLGVTALWLTPLYDNDNSTSDYHGY
GAVDEYAVEDHFGTMKSYQDLVAAAHQVGLKVMLDMVPNHVGPKHPWATSQPAPDWLHGTT
EHHLDTDYYYAPVTDPHAVKANYVSALEGWFADVLPDLAQENPLVALYLLQNAEWWTESGGV
DGFRIDTFPYVPRSFWQYYHAGLFSHFPNFFTVGEIYNSDPTVTSYWAGGQTGFDGIDTHLTT
PFDFPMNAAIREVVAHGASAKKIVDVLRQDRLYPHPELLVTFIGNHDMKRFLTDANGSQEKLKL
AFSLLATLRGIPQLYYGDEIGMTGGDDPDNRHDFPGGFPGDQHNAFTQTGRTPDEQEIFAHVQ
TVLKLRQEHPALRRGAQKHIAVGDKYYAFTREGDGERLLIVLNNGDAENITIDLSDTSIADAKTIT
PLFSASPAQLQGSLLRLQLAHNSLTVYRVQDP 
 
>W_ amilase-com-peptídeo-sinal 
MTIAGPIHHCARLHRCALVFPLLLSLTAAAQPAAGPRVSKVEPPNWWMDFAPTVMFLLYGENL
GGANVSVDYPNAVVAKVLPQPDGKHLFVWLSFYPGTRPGDVVIHVKTPSGETSVPVPLLQRSP
QEGRFQGITRDDVIYLIMPDRFADGDPANNMPPGAAPGTYDRSGAKTYHGGDLKGIQEHLPYL
KDLGVTALWLTPLYDNDNSTSDYHGYGAVDEYAVEDHFGTMKSYQDLVAAAHQVGLKVMLD
MVPNHVGPKHPWATSQPAPDWLHGTTEHHLDTDYYYAPVTDPHAVKANYVSALEGWFADVL
PDLAQENPLVALYLLQNAEWWTESGGVDGFRIDTFPYVPRSFWQYYHAGLFSHFPNFFTVGEI
YNSDPTVTSYWAGGQTGFDGIDTHLTTPFDFPMNAAIREVVAHGASAKKIVDVLRQDRLYPHP
ELLVTFIGNHDMKRFLTDANGSQEKLKLAFSLLATLRGIPQLYYGDEIGMTGGDDPDNRHDFPG
GFPGDQHNAFTQTGRTPDEQEIFAHVQTVLKLRQEHPALRRGAQKHIAVGDKYYAFTREGDG
ERLLIVLNNGDAENITIDLSDTSIADAKTITPLFSASPAQLQGSLLRLQLAHNSLTVYRVQDP 
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Suplemento 2. Análise bioinformática de domínios proteicos das 9 sequências 
selecionadas.  

Domínios funcionais conservados de proteína utilizando InterPro Scan (EMBL-EBI) e 

Conserved Domains (NCBI). 

 

 

A. glicosil hidrolase 

B. triptofanase 



68 
 

 

 

 

C. triacilglicerol lipase 

D. peptidase prolina especifica 

E. metaloprotease 
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F. transcriptase reversa 

G. deidratase 
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S. amilase sem peptídeo sinal 

W. amilase com peptídeo sinal 
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Suplemento 3. Alinhamentos com a sequência de amino ácido de maior 
similaridade encontrada no GenBank utilizando o programa BlastX.  

Para cada sequência encontrada é apresentada o nome da enzima, o organismo ao 

qual pertence, informações do alinhamento e as sequências submetida (Query) e 

encontrada (Sbjct). 
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Suplemento 4. Mapas dos vetores pET-28a e pET-29a (Novagen).  

São apresentadas as endonucleasas e seus sítios de restrição correspondentes. 
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Suplemento 5. Utilização de códons raros nas sequências C, D e F em E.coli.  

Análise feita no programa Rare Codon Caltor 

(http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html). 

 

 

http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html
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Suplemento 6. Análise de hidrofobicidade das sequências peptídicas de C 
(lipase) e D (prolina aminopeptidase).  

Composição dos peptídeos segundo os tipos de aminoácidos. Análise feita utilizando o 

programa Peptide Property Calculator (https://www.genscript.com/ssl-

bin/site2/peptide_calculation.cgi). Foram analisadas a sequências peptídicas incluindo 

a cauda de poli-histidinas. a. sequências peptídicas de C (lipase), b. de D (prolina 

aminopeptidase). 

 

 

 

 

  

https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi
https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi
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Suplemento 7. Análise de domínios conservados das proteínas C (lipase) e D 
(prolina aminopeptidase). 

Painel a. Alinhamento múltiplo realizado em T-cofee (Di Tommaso et al., 2011; 

Notredame et al., 2000) da sequência da proteína C (lipase) com as sequências 

representativas das famílias de lipases de acordo com Arpigny e Jaeger (1999).  Está 

mostrado no quadro o pentapeptídeo conservado G-X-S-X-G. Painel b: Análise 

realizado em Prosite (Sigrist et al., 2013) na sequência peptídica C assinalando o 

aminoácido S (serina) da posição 97, como parte do sítio ativo que pode ligar a um íon 

metálico, sendo este aminoácido parte da tríada catalítica presente em todas as 

famílias de lipases. Painel c: Alinhamento múltiplo realizado em T-cofee (Di Tommaso 

et al., 2011) da sequência da proteína D (prolina aminopeptidase) com sequências 

representativas de peptidases envolvendo prolina no sítio de clivagem. Está mostrado 

no quadro o pentapeptídeo conservado G-X-S-X-G. Painel d: Análise de família de 

proteínas pelo Pfam (Punta et al., 2012) da sequência da proteína D, identificando a 

família de α/β hidrolases. 

 

 

 

 

a. 
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b. 

 

c. 

d. 
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Suplemento 8. Análise de identificação de proteínas chaperonas de lipase.  

Análise realizado em String (Franceschini et al., 2013) após submissão da sequência 

da proteína C (lipase). Painel a. Análise da vizinhança de genes associados a lipases 

em diferentes grupos taxonômicos relacionados. Painel b. Análise evidenciando maior 

associação da proteína C (lipase) com a sua chaperona de lipase do que com outras 

proteínas. 

 

 

Lipase chaperone Lipase a. 

Lipase chaperone 

Lipase 
b. 
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