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RESUMO 

 

 As abordagens metagenômicas têm sido amplamente utilizadas para isolar 

novos biocatalisadores de amostras ambientais, uma vez que as comunidades 

microbianas podem apresentar grande diversidade e, na grande maioria dos casos, 

não podem ser cultivadas em laboratório. Dessa maneira, estudos direcionados 

apenas para o isolamento e cultivo não podem fornecer informações suficientes do 

papel biológico de uma grande quantidade de microrganismos membros de uma 

comunidade, sendo estas informações melhor entendidas por abordagem 

metagenômica. Inicialmente investigamos as características das ORFs presentes 

no genoma de bactéria do gênero Chitinophaga com o intuito de avaliar o potencial 

biotecnológico da comunidade microbiana, e a partir disso a sequência CB10.2_116 

foi selecionada. A clonagem e expressão da α-L-arabinofuranosidase codificada 

pela sequência CB10.2_116  foi realizada, sendo essa selecionada de um banco 

de dados (CB10) (http://200.145.102.111/cb10/) construído a partir do 

sequenciamento de um consórcio microbiano. Após ser prospectada por 

similaridade e analisada in silico, a proteína codificada apresenta 780 resíduos de 

aminoácidos, sendo identificada como uma α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) 

da família de glicosil hidrolases 127, com 80,3% de similaridade com uma proteína 

não caracterizada da bactéria Chitinophaga jiangningensis. A clonagem se deu em 

vetor pET28-a. Para expressar a proteína de interesse, a qual apresenta uma 

massa molecular estimada de 87,99 kDa em célula competente de E. coli, uma 

colônia transformada foi isolada e inoculada em meio Lúria Bertani (LB) contendo 

canamicina a 50 μg/mL, e deixada sob agitação constante a 37oC até atingir a fase 

logarítmica de crescimento, com DO600nm entre 0,6 e 0,8. A cultura foi induzida 

com isopropil-β-D- tiogalactopiranosídeo (IPTG). A confirmação da expressão da 

proteína foi realizada através da eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 

12% - SDS-PAGE. Neste estudo não foi possível alcançar a expressão ideal da 

enzima de interesse, acredita-se que em virtude do sistema de expressão 

escolhido.  

 

Palavras-chave: α-L-arabinofuranosidase, enzima recombinante, metagenômica 



      
 

ABSTRACT 

 

 Metagenomic approaches have been widely used to isolate new biocatalysts 

from environmental samples, since microbial communities can exhibit great diversity 

and, in the vast majority of cases, can not be grown in the laboratory. Thus, studies 

directed only at isolation and cultivation can not provide sufficient information on the 

biological role of a large number of microorganisms members of a community, and 

this information is better understood by metagenomic approach. We initially 

investigated the characteristics of the ORFs present in the genome of Chitinophaga 

bacteria in order to evaluate the biotechnological potential of the microbial 

community, and from that the sequence CB10.2_116 was selected. The cloning and 

expression of the α-L-arabinofuranosidase encoded by the sequence CB10.2_116 

was performed, being selected from a database (CB10) 

(http://200.145.102.111/cb10/) constructed from the sequencing of a consortium 

microbial. After being prospected for similarity and analyzed in silico, the encoded 

protein shows 780 amino acid residues, being identified as an α-L-

arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) from the family of glycosyl hydrolases 127, with 

80.3% similarity to a uncharacterized protein from the bacterium Chitinophaga 

jiangningensis. Cloning took place in vector pET28-a. To express the protein of 

interest, which has an estimated molecular mass of 87.99 kDa in a competent E. 

coli cell, a transformed colony was isolated and inoculated into Bertani lutein 

medium (LB) containing 50 μg / ml kanamycin, and left under constant stirring at 

37 ° C until reaching the logarithmic growth stage, with DO600nm between 0.6 and 

0.8. The culture was induced with isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG). 

Confirmation of protein expression was performed by denaturing electrophoresis on 

12% polyacrylamide gel - SDS-PAGE. In this study it was not possible to achieve 

the ideal expression of the enzyme of interest, it is believed that by virtue of the 

chosen expression system. 

 

 

Keywords: α-L-arabinofuranosidase, recombinant enzyme, metagenomics 
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Capítulo I: Análise in silico do genoma de Chitinophaga sp., e seleção da 

sequência que codifica uma arabinofuranosidase 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 As enzimas são biocatalisadores poderosos que possuem a capacidade de 

aumentar significativamente as taxas de um grande número de reações biológicas 

e químicas. Atualmente há uma alta demanda pelas enzimas, que são 

consideradas alternativas mais ecológicas para a síntese química, pois ainda hoje 

são usados solventes orgânicos prejudiciais para o meio ambiente e elevado 

consumo de energia. Enzimas microbianas não possuem qualquer natureza 

perigosa para o ambiente, contribuindo como soluções ecologicamente 

adequadas na síntese de produtos químicos. O estudo com comunidades 

microbianas inexploradas para a identificação e isolamento de enzimas é uma 

área ativa de pesquisa em todo o mundo (MADHAVAN et al., 2017).  

 Os microrganismos procarióticos possuem uma notável diversidade 

fisiológica, metabólica e funcional e constituem a fonte mais rica de diversidade 

genética. O método clássico para prospectar essa informação diversa de genes é 

cultivando o microrganismo e fazendo a subsequente triagem para o fenótipo 

desejado. No entanto, cerca de 99,9% dos microrganismos em nichos ambientais 

não podem ser cultivados por técnicas laboratoriais padrão. Com isso, 

ferramentas e tecnologias que permitam pesquisas de microbiomas têm crescido 

em ritmo acelerado graças ao aumento no uso de sequenciadores rápidos e de 

técnicas ômicas (MADHAVAN et al., 2017 e NAVAS-MOLINA et al., 2017). 

 É grande a quantidade de dados coletados pelos pesquisadores, o que traz 

para a comunidade científica desafios no que diz respeito ao armazenamento e 

análise de dados. Porém, essa riqueza de informações também facilitará a 

compreensão de mecanismos e interações comunitárias bacterianas como nunca 

antes, nos conduzindo ao desenvolvimento inovador em diversas áreas, não 

apenas na saúde humana, mas também na agricultura e biocombustíveis, entre 

outras aplicações. Um dos maiores desafios enfrentados por pesquisadores que 
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visam atingir esses objetivos é a capacidade de integrar e correlacionar as 

enormes quantidades de dados produzidos por essas novas tecnologias e 

identificar informações biologicamente relevantes que podem ser usadas para 

formular hipóteses testáveis (NAVAS-MOLINA et al., 2017). 

 Os esforços de sequenciamento nos últimos anos levaram o número para 

mais perto de 1.000 filos de bactérias e de arqueas reconhecidos. Toda essa 

abundância de microrganismos fornece contribuições ao ecossistema que são 

cruciais para a sustentabilidade local e global. A microbiota dentro e sobre as 

culturas, árvores e outras plantas, nos solos em que crescem, fornecem 

nitrogênio, fósforo e outros nutrientes essenciais, além de atuarem na 

decomposição de poluentes e suprimirem a atividade de microrganismos 

patogênicos. Reconhecendo o poder inexplorado dos microbiomas do solo e das 

plantas no aumento da produtividade agrícola, empresas estão investindo milhões 

de dólares em pesquisa e desenvolvimento nessa área (DUBILIER; MCFALL-

NGAI; ZHAO, 2015). 

 As abordagens metagenômicas têm sido amplamente utilizadas para isolar 

novos biocatalisadores de amostras ambientais. As comunidades microbianas 

podem apresentar grande diversidade, e que na grande maioria dos casos não 

podem ser identificadas em laboratório, pois os estudos direcionados apenas no 

isolamento e cultivo não podem fornecer informação suficientes do papel biológico 

de uma grande quantidade de microrganismos membros de uma comunidade, 

sendo que tais informações podem ser melhor entendidas por abordagem 

metagenômica (GONG et al., 2012). 

 Neste estudo investigamos as características das ORF presentes no 

genoma de bactéria do gênero Chitinophaga com o intuito de avaliar o potencial   

biotecnológico da região CB10.2116 proveniente de estudos metagenômicos. 

Estudos posteriores puderam identificar que tal sequência pode expressar uma 

enzima da família de glicosil hidrolase com a importante função de atuar na 

desconstrução de material lignocelulósico. 
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da bactéria psicrofílica Oleispira antarctica. As chaperoninas exibem altas 

atividades de redobragem a temperaturas de 4–12 °C e conferem uma capacidade 

aumentada para E. coli crescer a temperaturas mais baixas (ROSANO; 

CECCARELLI, 2014).  

 

5.4 Purificação e atividade enzimática 

 

 Os testes de purificação e caracterização não atingiram resultados 

favoráveis, sendo que por diversas vezes se tentou a purificação usando colunas 

HisTrap HP que por sua vez são embaladas com resina de afinidade Ni Sepharose 

High Performance (HP). Esta resina consiste em esferas de agarose altamente 

reticuladas com um grupo quelante acoplado. O grupo quelante é pré-carregado 

com níquel, que retém seletivamente proteínas com grupos histidina expostos.  

 Quanto aos testes de atividade enzimática, não foi possível, em nenhuma 

das tentativas detectar atividade para arabinofuranosidase. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Neste estudo foi possível identificar e analisar in silico três ORFs que 

codificam arabinofuranosidases no banco de dados CB10 disponibilizado pelo 

LBMP – UNESP de Jaboticabal, das quais uma (a CB10_2.116) foi selecionada 

para clonagem, expressão e caracterização.  

 A clonagem do fragmento foi realizada com sucesso em vetor de expressão 

pET28a. Foram realizados testes de expressão da proteína, e conforme se pode 

visualizar nos géis apresentados se pode dizer que a expressão foi atingida. A 

banda correspondente ao tamanho da proteína de interesse que apresenta 87,99 

kDa aparece nos géis de poliacrilamida, porém não foi possível notar a 

superexpressão da enzima; testes foram realizados modificando variáveis que 

pudessem influenciar na expressão enzimática.  

 Sendo assim, não foi possível alcançar a expressão ideal dessa enzima, em 

virtude do sistema escolhido. Acreditamos que um novo sistema de expressão, por 

exemplo em Pichia pastoris, possa ser testado para se obter a proteína purificada, 

ou testes que utilizem diferentes substratos enzimáticos. 
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