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BUSCA DE BIOMOLÉCULAS COM POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO EM 
DATABASE METAGENÔMICO POR SEQUENCE-DRIVEN 

 
 
 

RESUMO - O mercado industrial está se tornando cada vez mais dependente 
do uso de enzimas como catalisadores. Dentre as enzimas utilizadas 
industrialmente estão as de origem microbiana, por serem ativas nas mais diversas 
condições. As lacases são enzimas com alto potencial, pois atuam sobre diversos 
compostos, o que possibilita uma vasta diversidade de possíveis aplicações. Entre 
as formas de prospecção de novas enzimas microbianas, encontra-se a 
metagenômica. Diante disto, foi realizada a busca por potenciais lacases seguindo 
uma estratégia “sequence-driven” em uma base de dados metagenomicos 
composta por amostras de diversos ambientes, pertencente ao Laboratório de 
Bioquímica de Microrganismos e Plantas (LBMP). As ORFs previamente anotadas 
por similaridade de sequências e domínios conservados como possíveis 
“Multicopper oxidases” (grupo no qual se encontram as lacases) foram 
prospectadas pela região conservada para lacases L3 (HLHGH). Esta estratégia 
retornou três ORFs, a ORF50MF; a ORF51ME e a ORF13SE (lacmeta), as quais 
foram clonadas e submetidas as análises de super-expressão e purificação. 
LacMeta, similar em 82% com a sequência de proteína hipotética de Streptomyces 
rubidus [WP_069465126.1], foi a proteína que apresentou o melhor resultado de 
expressão e purificação, sendo então submetida a caracterização cinética. A 
proteína fusionada a uma cauda de hexa-histidina foi purificada na forma homo- 
trimérica, com 107 kDa, e apresentou atividade ótima em pH ácido para o substrato 
ABTS, para o qual obteve os parâmetros catalíticos kcat, Km e Vmax iguais a 1,85 
(±0,07) min-1; 4,04 mM (±0,37) e 24,43 (±0,94) μM min-1, respectivamente. Quanto 
à estabilidade de estocagem, a enzima apresentou considerável estabilidade 
temporal, permanecendo com 50% da atividade após 150 dias a 4°C na presença 
de glicerol 5% como estabilizador estrutural. A enzima LacMeta apresentou 
atividade  em  uma  ampla  faixa  de  temperatura,  atuando  entre  10-60 °C com 
atividade acima de 50%. Sob o aspecto de aplicação biotecnológica, a enzima 
demonstrou elevado potencial para o tratamento de água residual de indústria têxtil, 
uma vez que foi capaz de degradar sete corantes de cinco classes distintas sem a 
presença de um mediador redox. 

 
 
 
Palavras-chave: Slac; lacase, metagenômica; corantes; 



 

SEQUENCE-DRIVEN PROSPECTION FOR BIOMOLECULES WITH 
BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL IN METAGENOMIC DATABASE 

 
ABSTRACT- The industrial market is becoming increasingly dependent on 

the use of enzymes as biocatalysts. Among the enzymes used industrially are those 
of microbial origin, because they are active in the most diverse conditions. Laccases 
are enzymes with high potential, since they act on several compounds, which allows 
a wide diversity of possible applications. Among the search for new forms of 
microbial enzymes, is the metagenomic. In this way, the search for potential 
laccases was carried out following a sequence-driven strategy in a metagenomic 
database composed of samples from different environments, belonging to the 
Laboratory of Biochemistry of Microorganisms and Plants (LBMP). The ORFs 
previously annotated by similarity of sequences and conserved domains as possible 
"Multicopper oxidases" (group in which the laccases are) were prospected by the 
region conserved for laccases L3 (HLHGH). This strategy returned three ORFs, the 
ORF50MF; the ORF51ME and the ORF13SE (lacmeta), which were cloned and 
subjected to super-expression and purification analyzes. LacMeta, similar in 82% to 
the hypothetical protein sequence of Streptomyces rubidus [WP_069465126.1], was 
the protein that presented the best expression and purification result and was then 
subjected to kinetic characterization. The protein fused to a hexa-histidine tail was 
purified in the homo-trimeric form with 128.22 kDa and presented optimum acidic pH 
activity for the ABTS substrate, for which obtained the catalytic parameters kcat, Km 
and Vmax equal to 1.85(± 0.07) min -1, 4.04 (± 0.37) mM and 24.43 (± 0.94) μM min 
-1, respectively. Regarding the storage stability, the enzyme showed considerable 
time stability, with 50% remaining activity after 150 days at 4 ° C in the presence of 
5% glycerol as a structural stabilizer. The enzyme presented a wide temperature 
range, acting between 10-60 ° C with activity above 50%. Under the aspect of 
biotechnological application, the enzyme demonstrated a high potential for the 
treatment of waste water from the textile industry, since it was able to degrade seven 
dyes of five distinct classes without the presence of a redox mediator. 

 
Key-words: Slac; Laccase, metagenomics; Dyes; 
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1.  INTRODUÇÃO 
 
 

A utilização de enzimas em processos indústrias já é bastante conhecida, 

como por exemplo, há milhares de anos o uso de biocatalisadores pelo homem na 

fabricação de pães, bebidas e lacticínios. Dentro deste contexto, nos dias atuais, o 

mercado industrial está se tornando cada vez mais dependente do uso de enzimas 

como catalisadores (SARROUH et al., 2012), por se tratar de uma forma de catalise 

rápida, eficaz e pouco agressiva para o meio ambiente. Dentre os segmentos 

industriais que utilizam enzimas estão o de detergentes, que utilizam as lipases e 

proteases; o têxtil, com as lacases e amilases; o de papel e celulose, com as lipases 

e celulases; e o de bebidas, utilizando lacases e β-glicanases (KIRK; BORCHERT; 

FUGLSANG, 2002). 

Neste contexto, entre as enzimas de elevado potencial biotecnológico estão 

as lacases [benzenodiol: oxigênio redutases (E.C. 1.10.3.2)], que são enzimas 

oxidativas, atuando sobre os mais variados compostos. Podem ser encontradas em 

plantas vascularizadas, fungos, insetos e bactérias (COPETE et al., 2015) e 

possuem ampla distribuição na natureza (HILDÉN; HAKALA; LUNDELL, 2009). 

Dentre os organismos vivos, estas enzimas têm sido extensivamente descritas em 

eucariotos, principalmente fungos, ao passo que os dados de lacases de outros 

organismos, como as bacterianas, ainda são escassos (CLAUS, 2003; HILDÉN; 

HAKALA; LUNDELL, 2009). A despeito disto, dentre as poucas lacases bacterianas 

estudadas foi possível notar a descoberta de muitas particularidades de interesse 

para os processos industriais, como a resistência à alcalinidade e salinidade 

(SHARMA; GOEL; CAPALASH, 2007), o que torna interessante a busca por estas 

novas lacases. 

Por definição, metagenômica refere-se à extração do genoma total da 

comunidade microbiana de uma determinada amostra ambiental, sendo este 

material denominado como genoma coletivo (HANDELSMAN et al., 1998). 

Geralmente estudos envolvendo a abordagem metagenômica constituem na 

extração do DNA metagenômico, clonagem do DNA em um vetor 

cosmidial/fosmidial e a transformação em uma célula hospedeira, tornando possível 
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o acesso e estudo do material genético (HANDELSMAN, 2004). Entretanto, novas 

tecnologias de sequenciamento têm permitido o acumulo de “bibliotecas virtuais”, 

nas quais o metagenoma é diretamente sequenciado, submetido a montagens e 

anotação gênica automática, gerando grandes quantidades de dados. Nesta 

“biblioteca virtual”, que pode conter também sequências geradas pelo 

sequenciamento de clones de bibliotecas cosmidiais tradicionais (sequenciamento 

massivo de insertos), a busca por novas biomoléculas de interesse é feita através 

da prospecção de regiões conservadas de sequências (nucleotídica ou protéica) 

denominadas “motifs”. A busca através de “motifs” é denominada prospecção 

“sequence-driven” (MARDIS, 2009; SIMON; DANIEL, 2011; MAYO et al., 2014; 

MITCHELL et al., 2016). 

Visto que 99% de micro-organismos não são ainda cultivados em métodos 

tradicionais de cultivo, com a abordagem metagenômica espera-se explorar a vasta 

biodiversidade ainda não estudada (HANDELSMAN et al., 1998; MITCHELL et al., 

2016). Com a expansão dessa técnica, foi possível ampliar o conhecimento sobre 

as populações de micro-organismos, o que resultou em uma grande quantidade de 

novas enzimas descobertas a partir de amostras de metagenomas (UFARTÉ; 

POTOCKI-VERONESE; LAVILLE, 2015), como por exemplo, uma nova esterase 

proveniente do metagenoma de um solo contaminado por hidrocarbonetos 

(PEREIRA et al., 2015). 

Considerando o imenso potencial do uso da metagenômica para busca de novos 

biocatalizadores, o Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas (LBMP) 

conta com uma estrutura bem desenvolvida e montada no que diz respeito a 

plataformas de sequenciamento e anotação gênica, de forma que a geração de 

dados se torna rápida e de excelência. Sob este aspecto, uma serie de dados de 

sequência foram gerados permitindo a semi-estruturação de um banco de dados 

rico em informação. Dentre estes dados, têm-se os Metagenomas das comunidades 

microbianas de solos de cinco ecossistemas de Sabará (Minas Gerais); o 

Metagenoma da comunidade microbiana do solo sob plantação de mata de 

eucaliptos  mantida  sem  tratos  culturais  por  50  anos  (Faculdade  de  Ciências 
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Agrarias – FCAV/UNESP), bem como também o metagenoma de um consorcio 

degradador de biodiesel. 

Diante dos pontos abordados, no presente trabalho foi realizada a prospecção 

de genes de lacases neste banco de dados do LBMP, utilizando a estratégia 

“sequence-driven” conforme esquematizado abaixo (Figura 1). 
 
 
 
 

Solos 
 

Consórcio Mata Eucalipto Cerrado  Canga Capim 
 

Mata Eucalipto Mata Floresta 
 
 

Extração de DNA Total 
 

Clonagem em Fosmídio 
 

Montagem de Biblioteca 
 

Screening Funcional 

Montagem de Biblioteca 
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Montagem ->Anotação 

 

Anotação Massiva/Sanger Estruração DB 
 
 
 

NetworK 
 
 

Integração dos Dados 
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Baseada no Motif HLHGH 
 
 

Lacases 
 
 
 

Figura 1. Fluxograma dos bancos de dados metagenômicos 
existentes     atualmente no Laboratório de Bioquímica de 
Microrganismos e Plantas, e demonstração da estratégia 
de prospecção utilizada no presente trabalho. Fonte: O 
autor. 
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6.  CONCLUSÕES 
 
 
Neste trabalho foi possível identificar três ORFs codificadoras de lacase nos 
bancos de dados metagenômicos do LBMP e desenvolver a caracterização 
cinética e estrutural de uma nova SLAC, denominada LacMeta: 

 
 

  Foi possível clonar e expressar as três proteínas; 
 
 

  A atividade máxima de LacMeta se deu em 37 ºC, porém a sua atividade foi 
menor que 50% somente na temperatura de 4 ºC; 

 
 

  LacMeta apresentou atividade em pH ácido, 4,5, quando utilizado ABTS 
como substrato; 

 
 

  Após longos períodos de armazenamento, LacMeta manteve sua atividade; 
 
 

  Os resultados obtidos em relação a degradação de corantes, demostram o 
potencial de LacMeta para a aplicação citada. 
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