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Introducéo

Durante a prospeccdo por lipases em uma
biblioteca metagendmica construida a partir de amostras
de solo da floresta atlantica foi identificado um clone com
atividade lipolitica. A andlise através de mutagénese com
transposon e desaparecimento do fenétipo indicou que
atividade depende de dois genes: O primeiro codifica uma
lipase (LipAP), formando um operon com outro gene, que
codifica uma provavel peptidase (PepAP). A lipase parece
pertencer a uma nova familia de enzimas, cuja atividade
depende da peptidase. O objetivo geral deste trabalho foi
superexpressar e caracterizar bioquimicamente as
proteinas codificadas por ambos os genes.

Resultados e Discussao
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Figura 1. Clonagem de LipAP e PepAP no vetor de expressao
pET28a.

As proteinas LipAP e PepAP foram expressas em
E.coli BL21(DE3) em seguida foram purificadas por
cromatografia de afinidade (Figura 2).E submetidas a
ensaios de atividade catalitica como mostrado nas figuras
2 e 3. Além disso, foi gerado um espectro de CD para
predicao da estrutura secundaria da LipAP.
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48,9 KDa

PepAP 64 KDa
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢éo
desnaturante da purificacdo da LipAP e PepAP.

Figura 3. Cinética de autodigestéo de PepAP. Apresenta a
proteina resultante apds incubagdo por 30 minutos.
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Figura 4. Ensaio de atividade LipAP com extrato de
peptidase. O eixo das ordenadas corresponde a
concentragdo de p- nitrofenil formado, apds a
incubacdo de 1ug de LipAP e 1, 3 e 5 ug de extrato de
E. coli expressando a PepAP.
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Figura 5. Espectro de CD da Proteina LipAP. O
espectro da proteina LipAP (0,5mg/mL) foi obtido em
agua a 20°C e acumulado 3 vezes.

Conclusdes
A atividade de LipAP é maior na presen¢a do
extrato bruto de peptidase. Indicando ativacdo de acordo
com 0 mecanismo mostrado na Figura 6.
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Figura 6. Atividade da LipAP sendo ativada pela PepAP.

A PepAP possui atividade auto-hidrolitica e apés 30
minutos de incubacdo 50% da proteina foi degradada. A
predicdo da estrutura secundéaria da LipAP indica que a
mesma possui 69,6% de a-hélice e 5,9% de [B-folha,
resultado que esta de acordo com o espectro CD obtido.
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