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AMINOPEPTIDASE DE Mesorhizobium sp. DESCOBERTA POR MINERAÇÃO 

DE DADOS GENÔMICOS COM APLICAÇÕES BIOTECNOLÓGICAS E SEU 

IMPACTO NA FISIOLOGIA BACTERIANA 

 

 

RESUMO - A análise de mineração de dados genômicos de Mesorhizobium sp. 
revelou a presença de uma ORF de 1257pb contendo o gene mesoamp, que codifica 
uma proteína de 418 aminoácidos. A sequência de aminoácidos deduzida apresenta 
50% de identidade com uma amino-peptidase termoestável de Thermus thermophilus, 
membro da família de peptidase M29, e oito assinaturas caraterísticas das metalo-
protease termofílicas foram encontrados. O gene mesoamp foi clonado e expresso em 
Escherichia coli. A massa molecular da proteína foi avaliada por SDS-PAGE e filtração 
em gel, o que indicou que a proteína apresenta 45,72kDa e 88,05kDa, 
respectivamente, sugerindo uma estrutura dimérica da enzima recombinante. A 
enzima foi nomeada como MesoAmp. Em seguida realizou-se a modelagem 3D 
estrutural, que mostrou uma região de dimerização e uma região de ligação ao 
substrato altamente conservada contendo os resíduos de ligação a metais e o resíduo 
catalítico. A enzima apresentou atividade ótima em pH 8,5 e temperatura de 45°C, foi 
fortemente ativada por Co2+ e Mn2+, nestas mesmas condições de reação, a enzima 
apresentou Km e Kcat de 0,2364±0,018mM e 712,1±88,12seg-1, respectivamente. 
Além disso, foi verificado uma notável estabilidade da enzima em solventes orgânicos 
e elevadas concentrações de NaCl, além de um alto grau de reutilização sem perda 
apreciável de atividade o que torna MesoAmp única, este trabalho estabelece as 
bases para potenciais aplicações biotecnológicas e/ou o desenvolvimento de 
tecnologias sustentáveis, além de descrever uma das primeiras aminopeptidases 
solvente e halo-tolerantes identificados para o gênero Mesorhizobium sp. 
Palavras-chave: Expressão genica, Dados genômicos, Prospecção-enzimas  
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AMINOPEPTIDASE FROM A Mesorhizobium sp. DISCOVERED BY GENOMIC 
DATA MINING WITH POTENTIAL BIOTECHNOLOGY APPLICATION AND ITS 

IMPACT ON BACTERIAL PHYSIOLOGY 
 

 

ABSTRACT - The genomic data mining analysis of a Mesorhizobium sp. 
revealed the presence of a 1257-bp open reading frame containing the Mesoamp 
gene, which encodes a protein of 418 amino acids. The deduced amino acid sequence 
was 50% identical to the thermostable amino-peptidase from Thermus thermophilus, 
a member of peptidase family M29, and eight fingerprints signatures for a thermophilic 
metalloprotease were found. The mesoamp gene was cloned and overexpressed in 
Escherichia coli. The molecular mass of the protein was assessed by SDS-PAGE and 
gel filtration, which indicated the protein weighs 45.72kDa and 88.05kDa, respectively, 
suggesting a dimeric structure of the recombinant enzyme. The enzyme was 
designated as MesoAmp. The 3D structural modeling showed a dimerization region 
with highly conserved catalytic and binding metal residues. The enzyme exhibited 
optimum activity at pH 8.5 and 45°C and was strongly activated by Co2+ and Mn2+. 
Under these reaction conditions, the enzyme displayed Km and Kcat values of 
0.2364±0.018mM and 712.1±88.12seg-1, respectively. Additionally, the remarkable 
stability of the enzyme in organic solvents, its activity at high concentrations of NaCl 
and the high degree of reuse without appreciable loss of activity makes MesoAmp 
unique. In summary, this work lays the foundation for potential biotechnological 
applications and/or the development of environmentally friendly technologies and 
describes the first solvent and halo-tolerant amino-peptidases identified for the 
Mesorhizobium sp genus. 
Keywords: Gene expression, Mining Data, enzyme prospection 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O solo é um ambiente complexo e heterogêneo, considerado um extraordinário 

reservatório da diversidade bioquímica e genética microbiana, tornando-se uma fonte 

quase inesgotável de biomoléculas, como as enzimas. A busca por enzimas com 

aplicações industriais tem-se centrado em um número limitado de gêneros 

microbianos como Bacillus (MARUTHIAH et al., 2013), Pseudomonas (MEENA et al., 

2013) e Aspergillus (KANG et al., 2014), deixando outros micro-organismos de 

interesse biotecnológico, como o Mesorhizobium, em um segundo plano.  

O gênero Mesorhizobium é composto por 24 espécies distribuídas no mundo 

todo (WANG et al., 2014a) e caracteriza-se por ser geneticamente variável, 

apresentando caraterísticas fisiológicas bem distintas entre as espécies. Esta riqueza 

genética e bioquímica tem sido pobremente estudada, já que 3467 sequências de 

peptidases conhecidas, putativas ou homólogas de Mesorhizobium encontram-se 

submetidas na base de dados de peptidases (MEROPS) (RAWLINGS et al., 2014), 

mas nenhuma foi caracterizada ou estudada até o momento. As peptidases são umas 

das enzimas mais usadas na indústria biotecnológica, atingindo um mercado de quase 

8 bilhões de dólares (LI et al., 2012) e projetado para crescer mais nos próximos anos. 

Todo este crescimento pode ser alcançado por meio de novas abordagens, como a 

mineração de genes em dados genômicos (GDM) (ADRIO; DEMAIN, 2014; LUO, 

2012). O GDM oferece uma oportunidade sem precedentes na área da biotecnologia, 

devido à abundância de dados pré-existentes e inexplorados, e usando como padrão 

sequências similares de enzimas conhecidas. Na atualidade esta metodologia está 

sendo usada na prospecção de enzimas como endoglucanases, lacases, nitrilases, 

redutases, xilanases e também de policetídeos sintases, as PKS (BACHMANN; VAN 

LANEN; BALTZ, 2014; GONG et al., 2013; HE et al., 2014), além de outras de grande 

valor industrial como as peptidases. 

As peptidases (E.C. 3.4) são o tipo de enzima mais importante do ponto de vista 

industrial, capazes de hidrolisar ligações peptídicas entre resíduos de aminoácidos. 

Podem ser utilizadas em diversas atividades industriais, tais como processamento de 

bebidas, alimentos, processamento de couro e pele, indústrias têxteis, formulação de 
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detergentes, no amaciamento de carne e formulação de medicamentos. Os micro-

organismos são a fonte mais empregada para a obtenção de proteases de uso 

industrial, obtidas através de processos fermentativos (RAO et al., 1998). As bactérias, 

fungos filamentosos e leveduras são pesquisados a fim de alcançar novos genes 

codificadores de proteases, além de aumentar a produtividade e a estabilidade 

enzimática daqueles que já são admitidos como micro-organismos proteolíticos. 

Observando a versatilidade das proteases na indústria e a demanda pela 

descoberta de novas enzimas, este trabalho descreve a mineração de dados 

genômicos de Mesorhizobium sp J5, para a prospecção e análises de enzimas 

proteolíticas, visando sua aplicação em processos biotecnológicos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Neste trabalho foi possível identificar quatro ORFs codificadoras de enzimas 

proteolíticas no genoma de Mesorhizobium sp J5 com possíveis aplicações 

biotecnológicas e, ainda, desenvolver a caracterização funcional e avaliar o impacto 

da enzima amino-peptidase da família M29 sobre o metabolismo desta bactéria. Os 

resultados obtidos com os ensaios experimentais empregados nos permitem concluir 

que: 

 Os genes mesoamp, mesoleu e mesocarx foram corretamente clonados para 

expressão heteróloga em E. coli; 

 A proteína recombinante MesoAmp, referente ao produto do gene mesoamp, foi 

expressa solúvel e ativa como homo-dímero em E. coli; 

 A atividade leucil-aminopeptidolítica de MesoAmp é sensível ao SDS e β-

mercaptoetanol e depende de sua forma dimérica para a atividade. 

 A enzima MesoAmp possui atividade ótima em pH 8,5 e a 45°C, o que a caracteriza 

como termofílica; 

 A MesoAmp é uma enzima altamente dependente de íons metálicos, 

principalmente Co2+ e Mn2+. 

 O padrão de inibição indica que a MesoAmp é uma metalo-peptidase; 

 A desestabilização da estrutura terciária da MesoAmp em função da temperatura 

está bem correlacionada com a perda de sua atividade; 

 A atividade da MesoAmp quase não foi alterada na presença dos solventes 

testados, sugerindo uma aplicação compatível com solventes orgânicos. 

 A MesoAmp apresentou modelos estruturais da família das alfa/beta hidrolases, 

com uma região altamente conservada na cavidade catalítica da enzima. 

 O estudo in sílico da MesoAmp forneceu detalhes quanto a sua estrutura terciária; 

localização da tríade catalítica; da região de ligação ao substrato; da característica 

da cavidade interna e a localização da tríade  

 Estudos preliminares revelaram que atividade de peptidase da MesoAmp, não está 

limitada a manter o pool de aminoácidos. 
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  O gene mesoamp apresenta pleiotrópismo além da codificação da enzima 

MesoAmp, como:  tolerância ao estresse salino, modificações na estrutura de 

exopolisacarídeos e formação de biofilme. 
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