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RESUMO 

 

A região amazônica possui uma imensa Biodiversidade de ecossistemas aquáticos do planeta 

e várias vias bioquímicas nestes ecossistemas aquáticos, atuando na reciclagem do carbono 

orgânico, tal como, a alfa amilase. Para isto, o objetivo deste trabalho foi isolar bactérias 

amilolíticas dos ecossistemas aquáticos da Amazônia, seleção de um bom produtor de alfa 

amilase, clonagem e expressão do gene da alfa amilase (Amy). Com o propósito de isolar as 

unidades formadoras de colônias (UFC’s) e identificar a atividade enzimática amilolítica 

qualitativa e quantitativa, além de, clonar o gene AMYKOR da alfa amilase e expressar em 

E. coli. A mostras de água foram coletadas nos rios Negro, Solimões e o Mamori, e 

posteriormente, foram identificados clones com a capacidade de hidrolisar amido. A seguir, 

foi extraído do DNA total das bactérias amilolíticas para amplificação dos genes de RNA 

Ribossomal 16 S e do gene de alfa-amilase para identificação taxonômica molecular. As 

análises das sequências mostraram ser Bacillus koreensis o isolado melhor produtor de alfa-

amilase. Subsequentemente, foi enviado para a síntese química a sequências do gene alfa 

amilase, que posteriormente, foi clonado e expresso em E. coli. O B. koreensis e o clone 

recombinante de E. coli produtores de alfa-amilase foram cultivados em 50 mL meio LB 

com agitação a 30ºC e 37ºC respectivamente.  A células foram retiradas por centrifugação a 

baixa velocidade e as enzimas dos sobrenadantes precipitadas com etanol 50%, recuperando-

se um total de  106 unidades de alfa amilase (recombinante) e 120 unidades de alfa amilase 

selvagem de Bacillus koreensis). Os resultados da caracterização bioquímica mostraram que 

tanto a enzima natural como a recombinante apresentaram pH ótimo igual a 6 e temperatura 

ótima de 60 °C, para ambas as enzimas estudadas. Verificamos os parâmetros da cinética 

enzimática aparente de Km de 4,8 mg/mL e a velocidade máxima aparente de 2,6  mg-1 . mL-

1 . minuto-1 da alfa amilase recombinante, bem como, os parâmetros da cinética enzimática 

aparentes de Km aparente de 4,0 mg/mL e a velocidade máxima aparente de 2,3 mg-1 . mL-1 

. minuto-1 da alfa amilase selvagem do Bacillus koreensis. Pode-se verificar que tanto a alfa 

amilase natural como a recombinante apresentaram temperaturas ótimas, pHs ótimos e 

parâmetros cinéticos similares. Esses parâmetros indicam que a enzima tem potencial para 

uso industrial.  

PALAVRAS-CHAVE: Bacia Amazônica, rio Negro, rio Solimões, rio Mamori, Vetor 

pDMU01 e AMYKOR.   

 

 

 



ABSTRACT 

 

The Amazon region has an immense Biodiversity of aquatic ecosystems of the planet and 

several biochemical pathways in these aquatic ecosystems, acting in the recycling of the 

organic carbon, such as the alpha amylase. For this, the objective of this work was to isolate 

amylolytic bacteria from Amazonian aquatic ecosystems, selection of a good alpha amylase 

producer, cloning and expression of the alpha amylase gene (Amy). In order to isolate the 

colony forming units (CFUs) and to identify the qualitative and quantitative amylolytic 

enzyme activity, besides cloning the AMYKOR gene of the alpha amylase and expressing it 

in E. coli. The water samples were collected in the Negro, Solimões and Mamori rivers, and 

later, clones with the ability to hydrolyze starch were identified. It was then extracted from 

the total DNA of the amylolytic bacteria for amplification of the Ribosomal 16 S RNA and 

alpha-amylase genes for molecular taxonomic identification. Sequence analysis showed that 

Bacillus koreensis was the best producer of alpha-amylase. Subsequently, sequences of the 

alpha amylase gene were sent to the chemical synthesis, which was subsequently cloned and 

expressed in E. coli. B. koreensis and the recombinant alpha-amylase producing E. coli clone 

were cultured in 50 ml LB medium with shaking at 30 °C and 37 °C respectively. Cells were 

removed by slow speed centrifugation and the enzymes from supernatants precipitated with 

50% ethanol, recovering a total of 106 units of alpha amylase (recombinant) and 120 units 

of wild alpha amylase from Bacillus koreensis). The results of the biochemical 

characterization showed that both the natural and the recombinant enzyme presented 

optimum pH equal to 6 and optimum temperature of 60 °C, for both enzymes studied. We 

verified the parameters of apparent enzyme kinetics of Km of 4.8 mg / mL and the apparent 

maximum rate of 2.6 mg-1. mL-1. minute-1 of the recombinant alpha amylase, as well as 

apparent enzyme kinetics parameters of apparent Km of 4.0 mg / ml and the apparent 

maximum rate of 2.3 mg-1. mL-1. minute-1 of the wild-type alpha amylase from Bacillus 

koreensis. It can be seen that both natural and recombinant alpha amylase exhibited optimum 

temperatures, optimum pHs and similar kinetic parameters. These parameters indicate that 

the enzyme has potential for industrial use. 

KEY WORDS: Amazon basin, Rio Negro, Solimões river, Mamori river, Vector pDMU01 

and AMYKOR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 O bioma amazônico com imensa fauna, flora e os ecossistemas aquáticos é definido 

como uma das a maiores biodiversidades do planeta.  Neste ecossistema, a água é um dos 

fatores mais importantes, pois participam da dinâmica da vazão de rios e lagos, quando 

ocorre precipitação pluvial, nos quais os rios enchem e consequentemente alagam os lagos, 

as terras planas e a floresta em sua margem, posteriormente, conectam os lagos e as áreas 

várzeas ao rio. Além disso, todo o sedimento em suspensão, presente na massa de água, são 

levados para os maiores afluentes do rio Amazonas (Sioli, 1951; Borén e Giúdice, 2008).  

 As terras planas alagadas e áreas em torno, são utilizadas para o cultivo de mandioca, 

que é a base da alimentação da população regional (Cravo et al., 2002), boa parte da 

produção agrícola de mandioca é utilizada para a produção de farinha. Com isso, geram 

resíduos provenientes da parte de caule, casca e amido. Esses resíduos amiláceo, oriundos 

da produção de farinha, são carregados pelo processo de lixiviação, e quando acessam os 

ecossistemas aquáticos, induzem a divisão e o crescimento celular de populações de 

microrganismos pelo processo de bioestimulação, por consequência da decomposição da 

matéria orgânica e assimilação do carbono orgânico presente nos resíduos, além de causar o 

desequilíbrio e alterações na composição das comunidades bacterianas (Fernandes Júnior e 

Cereda, 1996; Azevedo & Farjalla, 2010). A respeito disso, tais mecanismos ativam as 

principais vias metabólicas voltadas para a expressão genética das enzimas da família 

amilolítica.  

As enzimas amilolíticas são amplamente distribuídas nos ecossistemas e atuam na 

reciclagem do carbono orgânico, com a hidrólise das ligações α-1,4-O-glicosídicas e 

ligações α-1,6-O-glicosídicas presente na composição estrutural do amido (Fukusumi et al., 

1988). O grânulo de amido de mandioca é composto por amilose e amilopectina, além da 

presença de grupo fosfato, proteínas e lipídeos (Jobling, 2004; Denardin & Silva, 2009; 

Polizeli & Silva, 2016). Dentro do contexto, as enzimas glicosídeo-hidrolases são 

classificadas em endoamilases e exoamilases, quanto ao mecanismo de ação, substrato 

hidrolisado, ligação química que compõem a estrutura do substrato e o reconhecimento pela 

enzima do grupo químico (Lin et al., 1997). As endoamilases são compostas por alfa 

amilase, CGTase e pululanase, que clivam ao acaso as ligações glicosídicas no interior da 

molécula, enquanto as exoamilases são constituídas pelas β-amilase, glicosidase, que 

hidrolisam a molécula a partir de uma extremidade não redutora (Surmely et al., 2003).  
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A alfa amilase (E.C 3.2.1.1.), pertencente às endoamilases, são caracterizadas por 

apresentarem propriedades catalíticas, com a quebra de ligações alfa-glicosídicas do amido 

em glicose (menor frequência) e pequenos oligossacarídeos glicosil (alta frequência) com 

vários graus de polimerização e ramificação (Yang et al., 2012). As alfas amilases possuem 

a estrutura (β/α)8 ou barril TIM, evidenciadas nas famílias GH-70 e GH-77 das glicosídeo-

hidrolases, além da subfamília glicosil hidrolase 13. São produzidas por vários gêneros de 

fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Aquelas produzidas por bactérias como Bacillus 

sp., com aplicação comercial, são as mais estudadas por apresentarem características 

desejáveis, como a termoestabilidade (Pandey et al., 2000).  Além da utilização para a 

modificação de produtos industriais, compoem produtos nas indústrias farmacêutica, têxtil, 

alimentação humana e animal, produção de detergente, bebidas fermentáveis e destiladas 

(Polizeli & Silva, 2016).  

 A produção de alfa amilase extracelular, a partir de microrganismos selvagens ou 

recombinantes, ocorre devido a secreção da enzima para o meio liquido e sólido durante o 

processo fermentativo, facilitando a sua purificação. Bukhari & Rehman (2015) isolaram e 

purificaram alfa amilase de Bacillus subtilis, provenientes de isolados ambientais Cruz et 

al., (2011), produziram alfa-amilase de Aspergillus niger em resíduos de cascas de 

mandioca. Já via recombinante, Onodera et al., (2013) analisaram, expressaram e 

caracterizaram a alfa amilase de Haloarcula japônica enquanto que Yang et al., (2012) 

obtiveram a alfa amilase por meio de clonagem, expressão e caracterização de Bacillus 

subtilis. 

Diante disto, o mercado mundial de enzimas é promissor em consequência da forte 

demanda para a substituição dos catalizadores químicos pelos biodegradáveis (Monteiro & 

Silva, 2009). Portanto, a finalidade deste trabalho é realizar a bioprospecção na 

biodiversidade bacteriana dos ecossistemas aquáticos da Amazônica da enzima alfa amilase, 

com o propósito de viabilizar a produção de enzimas recombinantes na Amazônia. 
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2. REVISÃO DE BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Ecossistemas aquáticos da Bacia hidrológica amazônica 

A bacia Amazônica é a mais densa rede fluvial do mundo, com cerca de 7x106 Km2 

de extensão e vazão de 209.00 m3/segundo (Moreira-Turcq et al., 2003). Sua formação 

iniciou por volta de 10.000 a 12.000 anos atrás, com base no C14 (Maslin et al., 2000). Esta 

bacia hidrográfica escoava toda a massa de água drenada da região Amazônica para o 

Oceano Pacifico, após a elevação da cordilheira dos Andes, por volta de 65 milhões de anos 

atrás, em consequência do choque das placas tectônicas, o curso da bacia hidrográfica da 

Amazônia foi alterado para o ocidente, Nesse sentido, a massa de água drenada da bacia 

Amazônica é escoada para o Oceano Atlântico, portanto, a bacia hidrográfica da Amazônia 

fornece 20% de toda água doce que chega nos oceanos e mares, além de compor a maior 

biodiversidade de ecossistemas aquáticos do mundo, com a composição de ecossistemas de 

água branca, cristalina e preta (Sioli, 1951; Borén e Giúdice, 2008), sendo formado por um 

incontável número de igarapés, riachos, córregos, várzeas alagadas e rios (Sioli, 1951, 1975, 

1976, 1984). 

Os rios amazônicos são classificados de acordo com suas propriedades físicas e 

químicas. De acordo com Sioli (1951, 1975, 1976, 1984), as massas de águas da bacia 

Amazônica que compõem os rios foram classificadas como águas claras, brancas e pretas. 

 Os rios de água branca apresentam águas turvas, com coloração barrenta e 

transparência entre 0.10 e 0.50 m. Nasce na região Andina ou Pré-Andina, carregando altas 

cargas de sedimentos em suspensão devido à erosão do solo nas cabeceiras e a sua 

concentração de sedimentos é de 0,1 g/L. O pH destes rios é quase neutro, com variação de 

6.5 a 7.0. Segundo Moreira-Turcq et al. (2003), no período de abril de 1996, a concentração 

total de sólidos suspensos (TSS) na sub-bacia de águas brancas foi de 7.5 mg/L e em julho 

houve um aumento no TSS, apresentando 22.7 mg/L. São exemplares destes rios o Solimões-

Amazonas, Madeira, Purus, Juruá, entre outros (Santos & Ferreira, 1999).  

 Os rios de água clara apresentam águas de coloração verde a verde-oliva e 

transparência entre 1.10 a 4.50 m. Eles nascem nos maciços pré-cambrianos das Guianas e 

do Brasil central e devido à presença do relevo mais regular, oferecem pouca possibilidade 

de erosão. O pH destes rios varia entre 4.5 a 7.0. Como estas regiões contêm as estações de 

seca e chuvosa bem definida, estes rios carregam material orgânico ou inorgânico em 

suspensão em quantidade apreciável no período chuvoso. A concentração média do total de 

sólidos suspensos é 7.2 mg/L do rio Tapajós e Xingu e para o rio Trombetas a média é 8 
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mg/L (Moreira-Turcq et al., 2003). São exemplares os rios Tapajós, Xingu, Trombetas, entre 

outros (Santos & Ferreira, 1999).  

 Os rios de água preta apresentam coloração marrom e transparência entre 1.30 a 2.90 

m. Nasce nos escudos da Guiana e do Brasil central onde o relevo é suave e os processos de 

erosão são poucos intensos e reduzidos pela densa mata pluvial e a carga de sedimento é 

baixa e com a ausência de cálcio e magnésio na formação geológica. As águas são ácidas 

com o pH entre 3.0 a 5.0 e há pobreza em sais minerais. A coloração escura é provocada 

pela decomposição de material orgânico produzindo pelas florestas, resultando em vários 

produtos solúveis como os ácidos húmicos e fúlvicos. São exemplos os rios: Negro, Uatumã, 

Preto da Eva, Urubu, Cururu, entre outros (Santos & Ferreira, 1999).  

 

2.2 Sistemas aquáticos e a comunidade microbiana 

 Os lagos, rios e as várzeas, que constituem a bacia hidrológica amazônica é um dos 

nichos mais importante para a decomposição de matérias orgânicas de origem animal e 

vegetal, resultante das várias vias bioquímicas ativas das comunidades de bacteriumplancton 

encontradas nestes ecossistemas de água doce, da maior biodiversidade do mundo, a 

Amazônia. Nesse sentido, foram encontrados nos sistemas aquáticos dos rios Negro e 

Solimões, uns dos principais afluentes do rio Amazonas pelo estudo das comunidades de 

bactérias através da abordagem molecular, que possível acessar o gene rRNA 16S, sem a 

necessidade de isolar as bactérias, e amplificar e sequenciar o gene rRNA 16S, de modo que, 

foi possível identificar as comunidades bacterianas dos ecossistemas aquáticos em nível de 

gênero bacteriano (Neves, 2013).  Através da abordagem molecular foi possível encontrar 

bactérias descritas na literatura de decorrência em ecossistemas terrestres que atuam nas vias 

biogeoquímicas e na reciclagem do carbono orgânico.  

 

2.3 Enzimas 

 Enzimas são macromoléculas predominantemente proteica, fundamental a qualquer 

ser vivo, pois aceleraram as reações químicas que matem e regulam os processos vitais e são 

encontradas no universo extracelular e intracelular, com isso, a atenção destinada ás enzimas 

foram intensificadas, a partir de meados do século XX. De modo que, avançaram as 

pesquisas tecnológicas e cientificas em áreas como a bioquímica, subsequentemente, foram 

extraídas de células ou recuperadas de meios de cultivos microbiológico, além serem 

utilizadas em bioprocessos industriais. 
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 A parti da utilização das enzimas em bioprocessos industriais, houve grande procura 

por enzimas para a aplicação industrial, de tal forma que, foi intensificado a produção de 

enzimas industriais, a comercialização e a substituição de catalizadores químicos por 

enzimas, devido as condições brandas de pH e temperatura, em que estas macromoléculas 

geralmente atuam. O uso de enzimas pode reduzir os custos de produção e reverter em 

benefícios econômicos como consequência da redução de tempo e de energia utilizada para 

transformação da matéria prima em produto, assim como, o aumento da vida útil dos 

equipamentos que não precisarão ser submetidos a altas pressões e temperatura evitando a 

corrosão dos mesmos. Portanto, o uso de enzimas em bioprocessos industriais reduz a 

toxicidade dos rejeitos industriais que compromete o equilíbrio dos ecossistemas do plante, 

além de reduzir a carga poluidora dos afluentes industriais e auxiliar a rápida degradação 

dos compostos sólidos proveniente da atividade industrial.  

 

2.4 Enzimas vegetais 

 Os seres vivos são produtores de enzimas, alguns em grande quantidade e outras, 

principalmente aqueles envolvidos em mecanismos regulatórios, em menores concentrações. 

As enzimas de origem vegetal que apresentam significante importância industrial e 

comercial, e cuja a aplicação, já está consolidada em diversas industrias, são as proteases 

papaína, bromelina (França-Santos et al., 2009; Ferreira, et al., 2011) e ficina e as amilase 

de cereais. A maioria das enzimas vegetais é comercializada em preparações brutas, mas a 

papaína e a bromelina são também comercializadas puras.  

 Deste modo, a regularidade e suprimento mundial de papaína, nos dias atuais, assim 

como, a flutuação do preço deste produto é consequência de vários fatores. Visto que a 

produção de enzimas de origem vegetal depende das condições de plantio, que envolvem 

desde o preparo do solo, a mão de obra, as condições ambientais e as políticas agrícolas 

nacionais e internacionais. Estes fatores são os principais motivos para o baixo número de 

enzimas vegetais comercializadas, entretanto, as técnicas no futuro de cultura de células 

vegetais, ampliadas para biorreatores industriais poderão resolver a deficiência da produção 

de enzimas de células vegetais. 

 

2.5 Enzimas animais 

 As enzimas extraídas de tecidos animais encontram barreiras na produção industrial, 

sendo algumas delas extraídas de células vegetais, além da, legislação que regula a atividade 

agroindustrial e pecuária, da extração do tecidos e glândulas animais as enzimas, para evitar 
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a transmissão de vírus que ocasionalmente pode infectar os rebanhos e as preparação 

enzimática. Assim sendo, produtor de enzimas de origem animal de ter um certificado que 

ateste as condições fitossanitárias do rebanho. Muitas enzimas podem ser extraídas de 

tecidos animais, tais como pepsina, quimiotripsina, tripsina, elastase, lipase, hialuronidase e 

catalase, mas poucas são utilizadas industrialmente. 

 

2.6 Enzimas microbianas 

 A produção de enzimas microbianas, diferente das enzimas vegetais e animais, não 

depende das intempéries climáticas, uma vez que são produzidas por biorreatores e as 

condições de cultivo são finamente controladas por monitores eletrônicos. Como também, 

adicionando a este fato a enorme biodiversidade de microrganismos disponíveis nos mais 

variados ecossistemas terrestres, aquáticos e atmosféricos, sendo que o habitat onde vive o 

microrganismo e as condições são fundamentais para a prospecção das macromoléculas 

adaptadas a estas condições, de tal forma que, microrganismos extremófilos são fonte de 

enzimas que atual em condições extremas de temperatura, pH, concentração de sais e pressão 

acima das convencionais, e as enzimas comercializadas são proteases bacterianas (Lima et 

al., 2014), amilase fúngicas (Santana et al., 2012) e bacterinas, celulase e pectinas. 

 

2.7 Amilases 

 No século passado surgiu uma grande indústria de processamento de amido, o 

trabalho pioneiro para a hidrolise do amido que utilizavam ácido, no entanto, este processo 

não era econômico, além de ser altamente poluente e o rendimento de glicose era muito 

baixo e a purificação do produto final por cromatografia. Na década passada, foi modificado 

o processo de hidrolise ácida do amido pela hidrolise das reações enzimáticas, denominadas 

de amilase ou enzimas conversoras de amido. Estas enzimas amplamente utilizadas para a 

produção de maltodextrinas, amidos modificados, e xarope de glicose ou frutose. 

Atualmente, estas enzimas compreendem 30% da produção mundial de enzimas.  

 O grande número de amilase pertencente à clã GH-H que inclui três famílias de 

glicosil transferase (GH-13, GH-70 e GH-77) e compartilham a estrutura de barril (α/β)8, a 

hidrólise ou formação de ligação glicosídicas na conformação e a conservação de certos 

resíduos de aminoácidos no sitio catalítico, foram encontrados 21 tipos de reações diferentes 

e produtos específicos são encontrado nesta família, portanto, a estrutura  de 25 membros  

desta família foi determinado  por cristalografia a interação do substrato ou produto  e o 

papel  de diferentes aminoácidos  encontrados próximo e no centro do sitio ativo. 
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 O amido, um dos polissacarídeos mais importante da natureza, é o produto de reserva 

de muitas plantas economicamente importante como trigo, arroz, milho, mandioca e batata. 

É constituído por resíduos de α-D-glicose unidos uns aos outros por ligações glicosídicas. 

Existe dois tipos de polímeros presentes no amido tais como amilose e amilopectina. A 

amilose é um polímero do tipo linear composta por até 6000 resíduos de glicose ligados por 

ligações glicosídicas α-1,4. Já amilopectina consiste de pequenas cadeias lineares de 10 a 60 

resíduos de glicose unidos por ligações α-1,4 e de cadeias laterais de cerca de 15 a 45 

resíduos unidos por ligação α-1,6 (Said & Pietro, 2014).   

As enzimas amilases são classificadas em quatro tipos de enzimas conversoras de 

amido: endoamilases, exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases. As 

endoamilases são enzimas capazes de quebrar ligações glicosídicas α-1,4 das cadeias de 

amilose ou amilopectina. As exoamilases hidrolisam ligações glicosídicas α-1,4 e α-1,6. As 

desramificadoras quebram exclusivamente ligações glicosídicas α-1,6 e as transferases 

hidrolisam ligações glicosídicas α-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador 

para um aceptor glicosídica formando uma nova ligação glicosídica (Said & Pietro, 2014).  

As amilases podem ser encontradas em diversos organismos e estão entre as mais 

importantes enzimas usadas com a finalidades industriais.  

Dentre as enzimas de fonte microbiana, a alfa amilase é uma das mais produzidas 

industrialmente pela demanda das indústrias farmacêutica em análises clínicas, têxtil para a 

remoção de goma de amido do tecido de algodão, alimentícia, indústria de papel celulose, 

detergentes e etanol (Gupta et al., 2003; Monteiro & Silva, 2009). 

 

2.8 Enzimas comerciais 

Mundialmente, a produção de enzimas cresce cerca de 6,3% ao ano baseado na 

demanda do mercado mundial consumidor, destacando principalmente os países China e 

Índia, como os maiores consumidores de produtos enzimáticos, nos quais movimentaram 

uma quantia de US$ 7 bilhões em 2017 (The Freedonia Group). Sendo que o Brasil, 

movimentou em torno de US$ 147 milhões em 2005 que representa 3,7% do mercado 

mundial, e ainda somos dependentes da produção de enzimas industriais, para este período 

importamos 86% e exportamos 14% de enzimas industriais, indicando o atraso no 

desenvolvimento e produção de enzimas especiais (enzimas para a pesquisa, enzimas 

terapêuticas e enzimas para diagnósticos) e industriais (biocombustíveis, papel e celulose, 

têxtil, alimentação humana e animal, detergentes) (Monteiro & Silva, 2009). 
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 As enzimas são utilizadas mundialmente para a produção de diversos produtos 

industriais fazendo parte da composição ou empregadas para a obtenção do produto.  

Antigamente a obtenção de enzimas era a partir de tecidos animais, vegetais e fontes 

microbianas selvagens. A enzima de fonte microbiana é amplamente utilizada por ser de 

fácil obtenção, sua produção independente de fatores sazonais, com a possibilidade de 

utilizar resíduos agroindustriais de baixo custo, aplicando a otimização do processo 

fermentativo e obtendo um elevado rendimento da produção de enzimas, através do uso de 

microrganismo naturais e/ou recombinante (Monteiro & Silva, 2009).  

Portanto, a biodiversidade bacteriana dos ecossistemas aquáticos na região 

Amazônica abriga uma diversidade de biomoléculas pouco estudada, o que torna necessário 

mais estudos buscando suas potencialidades em aplicações biotecnológicas, levando a 

possibilidade do desenvolvimento de bioprocessos sustentáveis ecologicamente, para a 

futura substituição das tecnologias clássicas e poluidoras, por processos com menor ação 

impactante ao meio ambiente.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

 Isolar bactérias amilolíticas dos ecossistemas aquáticos da Amazônia, seleção de um 

bom produtor de alfa amilase, clonagem e expressão do gene da alfa amilase (Amy).   

3.2 ESPECÍFICOS  

Isolar unidades formadoras de colônias (UFC’s) em meio seletivo dos rios Negro, Solimões 

e Mamori. 

Selecionar isolados bacterianos com capacidade de hidrolisar amido. 

Classificar taxonomicamente os isolados bacterianos por meio das sequências dos rRNA 

16S. 

Caracterizar a alfa amilase do isolado bacteriano melhor produtor dessa enzima. 

Sequenciar o gene Amy do isolado bacteriano melhor produtor de alfa-amilase 

Expressar a alfa amilase do Bacillus koreensis em Escherichia coli. 

Caracterizar a atividade da alfa amilase recombinante comparativamente com a enzima 

selvagem. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Coleta de amostras de água 

 As coletas de amostras de agua foram realizadas nos períodos de maio e agosto de 

2015 no rio Negro, porto do CEASA (BR319) em direção ao encontro das águas, e após o 

encontro das águas dos rios Negro e Solimões, prosseguiu-se a coleta no rio Solimões até a 

margem do porto do Careiro da várzea/AM (BR319). Subsequentemente, foram coletadas 

amostras de água em agosto de 2015 no rio Mamori, afluente do rio Madeirinha próximo da 

cidade de Altazes/AM (tabela 1). Este nicho aquático, foi escolhido para o isolamento de 

bactérias, por consequência, da alta produção de farinha de mandioca artesanal amplamente 

praticada pelos ribeirinhos ao longo do rio Mamori. Consequentemente, os resíduos da 

produção de farinha de mandioca são descartados no rio Mamori, impactando o ecossistema 

aquático do rio Mamori, pela alta taxa de resíduos amiláceos. 

 

Tabela 1: Representação geográfica dos pontos de coletas de amostras de água dos rios 

Negro, Solimões e Mamori, nos períodos de maio e agosto de 2015. 

Ponto Referência Geográfica Local  

RN01 S 03º 06’05.5” – W 059º 58’26.4” Negro 

RN02 S 03º 07’59.1” – W 059º 55’31.9” Negro 

RN03 S 03º 08’04.8” – W 059º 54’21.7” Negro 

RN04 S 03º 08’04.8” – W 059º 54’21.7” Negro 

Soli01 S 03º 08’21.7” – W 059º 54’15.5” Solimões 

Soli02 S 03º 09’01.9” – W 059º 54’18.9” Solimões 

Soli03 S 03º 09’34.1” – W 059º 54’13.6” Solimões 

Soli04 S 03º 09’46.6” – W 059º 54’10.1” Solimões 

Soli05 S 03º 10’24.4” – W 059º 54’02.1” Solimões 

RM S 3º 38’43.44” – O 59º 37’53.39” Rio Mamori 

 

Para a coleta de água foi utilizado uma garrafa coletora de PCV (Poli Cloreto de 

Vinila) com dimensões de 10 cm de diâmetro e 50 cm de comprimento afixada a um peso 

náutico de 5 Kg em 10 metros de cabo. Foram coletados 300 mililitros de agua a 1 metro de 

profundidade e os materiais foram esterilizadas com hipoclorito de sódio 0,2% e 

posteriormente lavadas com água destilada e álcool 70%. A coleta e transporte de material 
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biológico foi autorizada pelo registro no SISBIO, Ministério de Meio Ambiente, sob número 

43846-1, no período de 2014 a 2015. 

Após as coletas, as amostras foram transportadas para o laboratório de Tecnologia de 

DNA, Centro de Apoio Multidisciplinar – CAM, Instituto de Ciências Biologicas –ICB, 

Universidade Federal do Amazonas – UFAM e em seguida processadas. 

 

4.2 Isolamento, seleção e caracterização morfológica das UFC’S 

4.2.1 Plaqueamento das Amostras de água 

 Foram semeadas 50 µL de amostras de água em meio de cultivo sólido LB (Laurie 

& Bertani) 1/4 com 1% de amido (fécula de mandioca). As placas de Petri foram incubadas 

a 30 °C por 24 horas. Após o crescimento, cada UFC foi repicada por estrias de esgotamento 

até a purificação das colônias. 

 

4.2.2 Detecção da atividade amilolítica 

Quanto ao crescimento celular, os isolados bacterianos foram revelados com vapor 

de iodo sublimado em Capela de Exaustão com Fluxo de ar, os halos formados pela atividade 

da enzima secretada no meio de cultura foram mensurados com o uso de paquímetro, 

mensurando também, os diâmetros das colônias (Hankin & Anagnostakis, 1976). 

 O método utilizado para determinar a atividade enzimática, foi a operação 

matemática de divisão do diâmetro do halo da atividade enzimática (dividendo), pelo 

diâmetro da colônia (divisor), de tal forma que, podemos determinar os índices enzimáticos, 

e os valores maiores ou iguais a 2, foram determinantes para a seleção das bactérias com 

maior atividade amilolítica das Unidades Formadoras de Colônias – UFC’s. Os isolados 

positivo para a hidrolise do amido foram criopreservados em Glicerol 50% a - 80 ºC (Heylen 

et al., 2012; Scussiato et al., 2014). 

 

4.2.3 Caracterização morfológica 

Dentre as colônias isoladas, foram selecionados cinco isolados que apresentaram 

índice enzimático (I.E.) igual ou superior a dois (2), para prosseguir com o trabalho de 

caracterização morfológica. 

Para a caracterização da morfologia bacteriana, foi utilizada a técnica de microscopia 

óptica, com o auxílio dos corantes cristal de violeta, lugol e a safranina, foi possível melhorar 

o ajuste do contraste, de tal forma que, facilitou a visualização da morfologia das bactérias, 

além da coloração de Gram.  
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4.3 Identificação molecular 

4.3.1 Extração, quantificação do DNA total e amplificação do gene rRNA 16S pela PCR  

 Os isolados escolhidos pela atividade enzimática qualitativa, foram semeados em 

meio liquido LB ¼ (Laurie & Bertani) e incubados a 30 °C, por 18 horas, em 150 rpm, logo 

após, foram centrifugados a 12000 rpm a temperatura ambiente para a formação do pellet 

celular, em seguida, foi removido o meio de cultivo liquido e os pellets celulares foram secos 

a temperatura ambiente para extração do DNA total. 

  Em seguida, foi utilizado o método Fenol/Clorofórmio para extração do DNA total 

do isolado bacteriano. Subsequentemente, foi montado o sistema de eletroforese em gel de 

agarose 0,8% e corado com o brometo de Etídio (Sambrook et al., 2001), além da, 

quantificação da massa de DNA total (ƞg/µL) por espectrofotometria (Nanodrop®). 

 Após a caracterização e quantificação, o DNA total foi diluído em concentração de 

60 ƞg/µL e para a reação da PCR, foi montado uma outra diluição, 30 ƞg/µL. Desta diluição, 

foi transferido 2 µL de DNA e 3 µL de água Milliq autoclavada para a reação da PCR. 

 Para a técnica da Reação em Cadeia da Taq-DNApolimerase, foi utilizado 25 µL de 

volume final por reação, dentro do contexto, foi montado o mix de 20 µL por reação da PCR 

com o tampão de reação 1X, Cloreto de Magnésio (MgCL2 -  2,5 mM), dNTP’s 2,5 mM, 

iniciadores Forword (F – 0,2 pmols/µL) e o Reverse (R – 0,2 pmols/µL) desenhados pelo 

grupo de pesquisa CAM/UFAM e com a enzima Taq-DNApolimerase 0,3 Unidades/25 µL, 

por fim, foram montadas 5 reações por amostras com o volume final de 125 µL. 

 As reações foram levadas para o termociclador (Bio Rad – T100 – Thermal Cycler) 

e foi utilizado 95 °C a 3 minutos na fase inicial, para aquecer a tampa do equipamento, 

posteriormente, para um termo ciclo foi utilizado 95 °C a 50 segundos na desnaturação do 

DNA, para o anelamento dos iniciadores ao DNA, foi reduzida a temperatura para 58 °C por 

1 minuto e a fase de extensão, foi de 72 °C por 40 segundos, no final dos 36 ciclos, foi 

utilizado a temperatura de 72 °C por 2 minutos. 

 Subsequentemente, a amplificação do gene rRNA 16S, foi montado o sistema de 

eletroforese Tris-Ácido Bórico-EDTA 1X, logo foi aplicado 100 µL de Amplicons do gene 

rRNA 16S no gel de agarose 0,8% a 90 Volts por 4 horas e corado com Brometo de Etídio. 

Posteriormente a migração do DNA no gel de agarose, foram excisados do gel de agarose os 

Amplicons. Em seguida, foi utilizado o Kit de purificação de DNA do gel de agarose, 

seguindo a orientação do fabricante (illustraTM  GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification 

Kit ). 
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 4.3.2 Sequenciamento do gene rRNA 16S 

 O sequenciamento pelo método de Sanger (Sanger & Coulson, 1975) inicia se com a 

amplificação pela técnica de PCR da sequência molde (Amplicons do gene rRNA 16S dos 

isolados bacterianos). Neste procedimento, foi utilizado 2µL do produto da PCR a [50 ƞg/ 

µL] e 1,5 µL do Kit Dye, que contém as bases nitrogenadas (guanina, citosina, guanina e 

adenina) marcadas com cromóforos distintos, além de ¼ das bases nitrogenadas do Kit Dye 

são terminadoras de transcrição e foram utilizados para paralisar a reação da Taq-DNA 

polimerase gerando fragmentos de DNA de vários tamanhos, e logo foi utilizado 1 µL de 

primer e 5 µL de água, para um volume final de 10 µL para a reação de sequenciamento.  

As sequências de DNA amplificadas de vários tamanhos foram aplicadas no 

sequenciador (Applied Biosyzers, serie 3500) e os dados brutos obtidos após o 

sequenciamento, foram analisados com o uso de ferramentas de bioinformática e as bases 

nitrogenadas nomeadas. Esses softwares são responsáveis por transformar os dados brutos 

em sequencias de DNA, além de predizer a qualidade de cada base da sequência. 

As sequências foram nomeadas e a qualidade das bases foram calculadas de acordo 

com o algoritmo PHRED, submetidas ao programa localizado no endereço 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ [20/10/2017] (Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária – EMBRAPPA). 

 

4.3.3 Identificação molecular (gene rRNA 16S)   

Após o sequenciamento do gene rRNA 16S e predição das sequências de DNA pela 

ferramenta de bioinformatica PHRED, as sequências foram enviadas para a plataforma de 

bioinformática localizada no National Center for Biotechnology Information – NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.c), com o uso da ferramenta de bioinformática BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool, [20/10/2017]), foram comparadas as sequências do 

gene rRNA 16S com as sequências depositadas no Gene Bank (data base – 16S ribossomal 

RNA sequences (Bacterias and Archaea) [22/05/2017]) – NCBI por alinhamento, foi obtido 

a porcentagem do parentesco entre as espécie  bacterianas estudadas.   

 

4.3.4 Construção da árvore filogenética do gene rRNA 16S dos isolados bacterianos 

pelo método de distância 

 O  algoritmo de distância-p, foi escolhido para calcular a distância evolutiva entre as 

sequências obtidas pelo sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados dos rios Negro, 

Solimões e Mamori, além de calcular a proximidade entre os pares de sequências dos 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.c
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isolados. Estes métodos são baseados em uma matriz de distância evolutiva que calcula a 

distância entre sequencias de DNA e aminoácidos.  

 O modelo de árvore escolhido para prosseguir com o trabalho da tese, após o cálculo 

da matriz de distância, foi o agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining), este algoritmo 

heurístico calcula a evolução mínima ente as OTUS (Unidades Taxonômicas Operacionais) 

analisadas, onde a evolução mínima está contida a cada passo da análise, produzindo uma 

única arvore no final do processo de análise (Lim et al., 2006). 

 O alinhamento local das sequências do gene rRNA 16S dos isolados dos rios Negro, 

Solimões e Mamori, foi com o uso da ferramenta de bioinformática Clustal W2, 

subsequentemente, foi utilizada a ferramenta de bioinformática MEGA X, para o cálculo das 

distâncias entre as sequências, a confecção da matriz de distância e a construção da árvore 

filogenéticas dos isolados dos rios Negro, Solimões e Mamori.  

 

4.4 Desenho dos iniciadores, amplificação e sequenciamento do gene Amy (alfa amilase) 

 O desenho foi iniciado com o estudo das 5 sequências do gene da alfa amilase do 

Bacillus Koreensis e 1 sequência do Cytophaga s.p. e 1 sequência do Anoxybacillus s.p. e as 

sequências estão depositadas no National Center for Biotechnology Information – NCBI, 

logo depois, foi criado um arquivo com as 7 sequencias e com o auxílio do programa 

ClustalW foram alinhadas localmente, após o alinhamento foram desenhados três pares de 

iniciadores, classificados de Forword:  os iniciadores NV1A anela na posição entre 121 pares 

de base (pb) a 144 pb; NV1B anela na posição entre 145 pb a 163 pb e o NV1C anela na 

posição entre 797 a 819. Os iniciadores Reverse foram classificados de NV2A e anela na 

posição entre 1541 pb a 1561; NV2B anela na posição entre 1519 a 1540 e o NV2C anela 

na posição entre 797 a 819 (Tabelas 2 e 3). Logo após, os desenhos foram enviados para a 

empresa Exxtend Biotecnologia Ltda., para a síntese químico dos oligonucleotideos.  

Tabela 2: Iniciadores desenhados para amplificar o gene Amy da alfa amilase das Bacillus 

koreensis do rio Mamori. 

Primer Forword  

Identificação Sequência do oligonucleotideo Temperatura 

de 

anelamento - 

TM 

Posição de 

anelamento na 

região do gene 

AMY 

NV1A 5’ ATG ATG CAA TAT TTT GAA TGG TAC 3’ TM 62 °C  121 – 144 pb 

NV1B 5’ GTT CCA AAT GAC GGC CAG C 3’ TM 60 °C  145 - 163 pb 

NV1C 5’AGA TGC GGT GAA ACA TAT TAA G 3’ TM 60 °C  797 – 819 pb 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 3: Iniciadores desenhados para amplificar o gene Amy da alfa amilase das Bacillus 

koreensis do rio Mamori. 

Primer Reverse 

Identificação Sequência do oligonucleotideo Temperatura 

de 

anelamento - 

TM 

Posição de 

anelamento na 

região do gene 

AMY 

NV2A 5’ TTA CTG CTG AAC CCA TAC AG 3’ TM  58 °C  541 - 1561 pb 

NV2B 5’ AA ACA GAA CCC CCG TTT ACA G 3’ TM  62 °C  1519 – 1540 pb 

NV2C 5’ TTA ATA TGT TTC ACC GCA TCT AG 3’ TM 62 °C  797 – 819 pb 

  

Os iniciadores NV1B e NV2B; NV1C e NV2B, foram utilizados para amplificação 

do gene Amy, com o auxílio de PCR. Subsequentemente, os Amplicons do gene da alfa 

amilase dos isolados bacterianos foram purificados com o uso do kit (illustraTM  GFXTM PCR 

DNA and Gel Band Purification Kit) e seguindo a orientação do fabricante. 

  O método de Sanger foi utilizado para sequenciar o gene Amy dos isolados dos 

ecossistemas aquáticos da Amazônia, já descrito anteriormente (item 4.3.2). 

Consequentemente, foram utilizados os iniciadores desenhados NV1B, NV2B, NV1C e 

NV2C, e os dados brutos do gene da alfa amilase (Amy), foram utilizados para a nomeação 

das bases nitrogenadas, além da predição das sequências com o auxílio do programa 

PHRED, como também, já descrito no item 4.3.2 e a ferramenta CAP3, para predição da 

sequência consenso.  

 

4.5 Árvore filogenética do gene Amy (alfa amilase) 

 A ferramenta utilizada na análise filogenética, foi o MEGA X, e consequentemente, 

o método escolhido foi o Neighbor-Joining. Para a análise, foi utilizado a sequência de DNA 

do gene Amy do isolado do rio Mamori e identificado como Bacillus koreensis e as 

sequências de DNA do gene Amy depositadas no banco de dados (NCBI) de espécies 

bacterianas. Bem como, foram calculadas pelo algoritmo p-distancia a distância genética 

entre as sequências analisadas, além de, utilizar o bootstrap de 500 repetições.  

Para a construção da segunda árvore filogenética, como já descrito, foram utilizadas 

a sequência de aminoácidos da enzima alfa amilase (Amy) do isolado do rio Mamori e 

identificado como Bacillus koreensis e as sequências de aminoácidos da alfa amilase 

depositadas no banco de dados do NCBI de espécies bacterianas. 
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4.6 Otimização da sequência para a síntese química do gene Amy 

 A sequência do gene Amy foi analisada por alinhamento com o auxílio da ferramenta 

de bioinformática BLAST no Gene Bank (NCBI) [20/08/2017], em seguida, foi traduzida 

para a sequência de aminoácidos com o auxílio da ferramenta de bioinformática Translate 

tool (https://web.expasy.org/translate/). Posteriormente, foi analisado o peptídeo sinal da 

sequência com a ferramenta de bioinformática SignalPn 4.1 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) [21/08/2017]. Logo após, foram desenhados dois 

sítios de restrição, o primeiro, logo após, o promotor na posição 1pb, o sitio da enzima de 

restrição Nde1. O segundo sítio de restrição, foi colocado posteriormente ao stop códon, o 

sitio da enzima de restrição BamHI na posição 1560. Foi utilizado o programa NEBcutter 

V2.0 (http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/) [22/08/2017] para verificar se há sitos de 

restrição das enzimas NdeI e BamHI na sequência do gene. Em seguida, o desenho do gene 

Amy da alfa amilase foi enviado para a Empresa GenOne Biotechnogies para a síntese 

química que remeteu o mesmo clonado no vetor comercial nomeado pBSK-AMYKOR 

(figura 1). 

 

4.7 Transformação genética da bactéria DH5α com os vetores pBSK-AMYKOR e o 

pDMU01-GFP para a clonagem 

 A transformação genética da E. coli de linhagem DH5α com o vetor pBSK-

AMYKOR, também, com o vetor pMDU01-EG17. Foi utilizado o método de pulso elétrico 

(eletroporação), posteriormente, foi semeada em meio de crescimento LB sólido com 1% de 

amido e 200 µg/mL de ampicilina, logo depois, foi incubada a 37 °C, por 18 horas, de acordo 

com Sambrook et al., (2001).   

 Após a clonagem do pBSK-AMYKOR e o pDMU01-EG17 em DH5α, as 

hospedeiras bacterianas foram repicadas em meio de cultivo liquido LB, com 100 µg/mL de 

ampicilina; incubada a 37 °C em 150 rpm por 18 horas e, posteriormente, foi extraído o DNA 

plasmidial utilizando o kit (illustraTM plasmidPrep Mini Spin Kit), de acordo com a 

orientação do fabricante. 

 

4.8 Construção do vetor de expressão genética pDMU01-AMYKOR 

 O vetor de expressão genética pDMU01 contém o gene de resistência a ampicilina, 

responsável pela seleção da bactéria E.coli recombinante, gene de origem de replicação do 

PUC, promotor DM02, operador Lac 01 modificado, sítio de ligação (Polylink) do gene 

exógeno, e o terminador de transcrição rrnB.  

https://web.expasy.org/translate/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/)%20%5b22/08/2017
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O pDMU01-EG17 têm sítios de restrição das enzimas Nde1 e BamH, localizado no 

operon lac, que foram utilizados para clonar o gene EG17 (mapa físico do vetor pMDU01, 

figura 1), posteriormente, foi removido o gene EG17 do vetor pDMU01 com as enzimas de 

restrição Nde1 e BamH1. Após a remoção do gene EG17, foi montado o sistema de 

eletroforese em gel de agarose 0,8% com o vetor linear, logo depois, da migração do DNA 

plasmidial pelo gel de agarose 0,8%, foi possível excisar o DNA plasmidial e remover do 

gel de agarose 0,8%, e subsequentemente, foi purificado o DNA plasmidial do vetor de 

expressão genética pDMU01 com o kit (illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit), seguindo as orientações do fabricante. Além da, remoção do gene 

AMYKOR do vetor de clonagem pBSK (mapa físico do vetor pBSK, figura 1) com as 

enzimas de restrição Nde1 e BamH, logo após, a purificação do DNA do gene AMYKOR 

excisado e removido do gel de agarose 0,8%. 

Subsequentemente, com a purificação do DNA plasmidial (pDMU01) e o DNA do 

gene AMYKOR, foi construído o sistema de ligação com a enzima DNA ligase, o tampão 

da enzima, o gene AMYKOR (90 ƞg) e o vetor (60 ƞg), posteriormente, o sistema foi 

incubado a 16 °C, por 18 horas. Após a ligação, o sistema de expressão genética foi 

precipitado com Glicogênio 1mg/mL, NaCL 3 M e etanol. Logo depois, foi centrifugado a 

14.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C e lavado com etanol 70%, novamente centrifugado a 

14.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C e seco em fluxo de ar (Fluxo laminar) e o DNA foi 

ressuspendido em água destilada autoclavada e Milliq.  

 A DH5α foi transformada geneticamente pelo vetor de expressão genética pDMU01-

AMYKOR, logo foi semeada em meio de crescimento solido LB seletivo com 1% de amido, 

para a seleção das transformantes recombinantes, foi utilizado 200 ƞg/mL de ampicilina. 

Após a minipreparação de DNA plasmidial das células transformadas e recombinantes, 

foram analisados pelo perfil de restrição, com o uso das enzimas NdeI e BamHI em gel de 

agarose 0,8%, com a finalidade de selecionar o vetor pDMU01-AMYKOR. 

 O sistema de digestão qualitativo, foi montado com 0,5 µL de enzimas, 1 µL de DNA 

do vetor (100 ƞg/µL), e o tampão das enzimas, para um volume reacional de 10 µL, e 

subsequentemente, o vetor pBSK-AMYKOR e o pDMU01-EG17 foram digeridos com as 

enzimas de restrição NdeI e BamHI.  
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Figura 1: Esquema da construção do vetor de expressão genética pDMU01-AMYKOR 

 

  4.9 Estudo da regulação do sistema de expressão genética pDMU01-AMYKOR 

 Após a escolha do vetor recombinante, foi utilizado 2 µL do vetor pDMU01-

AMYKOR recombinante, para transformação genética da bactéria DH5α F’Iq (100 µL), pelo 

método de pulso elétrico. Após a transformação genética da E.coli, foi semeada em meio de 

cultivo sólido LB, com 1% de amido e 200 µg/mL de ampicilina, subsequentemente, 

incubada a 37 ° C, por 18 horas. Logo, foram identificadas as colônias recombinantes pela 

formação de halo entorno das colônias bacterianas transformadas e recombinantes, após a 

reveladas com vapor de iodo sublimado.   

Para a análise da expressão genética, foi utilizado o meio de cultivo base LB sólido, 

com 1% de amido e 100 µg/mL de ampicilina em placa de Petri, além de, testar a presença 

de glicose 0,5% e IPTG 1mM, bem como, a ausência da glicose 0,5% e IPTG 1mM.  

Logo, foram utilizadas 4 placas de vidro, para o repique das 20 colônias positivas na 

degradação do amido. Consequentemente, foram utilizadas as seguintes condições para o 

estudo da expressão genética da alfa amilase: placa 01, com presença de glicose 0,5% e 

ausência de IPTG 1mM, a placa 02, com ausência de glicose 0,5% e IPTG 1 mM, a placa 

03, com presença de glicose 0,5% e IPTG 1mM e a placa 04, com ausência de glicose 0,5% 
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e presença IPTG 1 mM. Logo foram incubadas a 37 ° C, por 18 horas e reveladas com vapor 

de iodo 

4.10 Expressão genética da alfa amilase pelo sistema pDMU01-AMYKOR em DH5α 

F’Iq e a precipitação com etanol 50% 

 A E.coli de linhagem DH5α F’Iq, foi transformada geneticamente com o plasmídio 

pDMU01-AMYKOR, foi pré-selecionada com o método de iodométrico, pela formação de 

halo de hidrolise de amido. Após a seleção das recombinantes, foram pré-inoculadas em 

meio de crescimento liquido LB, com 100 µg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C em 

shaker com agitação de 150 rpm, por 18 horas. 

 Posteriormente, foi transferido 500 µL do pré-inóculo, para 600 mL de meio de 

cultivo LB liquido, suplementado com 100 µg/mL de Ampicilina e incubado a 37 °C a 150 

rpm. Subsequentemente, foi monitorado o crescimento celular em espectrofotômetro, com o 

comprimento do espectro de 600 monômetros e os pontos mensurados de hora em hora, até 

atingir a densidade Ótica de 0,7 (absorbância), a partir da qual, foi adicionado 1 mM de 

IPTG, e a expressão genética, se prolongou por mais 4 horas e foi interrompida com a 

centrifugação a 4000 G por 30 minutos a 4 °C, e o extrato enzimático foi armazenado a 16 

°C para posterior caracterização da enzima alfa amilase. 

Para a caracterização da alfa amilase, foi construída a equação da reta, para a 

determinação do substrato residual, que não foi convertido em produto pela alfa amilase. 

Logo, foi utilizado as concentrações de amido, entre 0 a 20 mg/mL, com a presença da 

solução de FUWA.  

Subsequentemente, foram montadas as reações em triplicata com 50 µL de amido em 

diferentes concentrações e 50 µL de tampão (fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0), e logo depois, 

foram incubadas por 10 minutos a 60°C, em seguida, foi adicionado 100 µL de ácido acético 

1 M. Posteriormente, se adicionou 100 µL do reagente FUWA e 4,7 mL de água, as reações 

foram homogeneizadas por inversão e a leitura feita a 660 nanômetro (nm) em 

espectrofotômetro, para a definição da equação da reta, foi determinado o coeficiente angular 

e o coeficiente linear, posteriormente foi determinada a equação da reta. 

O extrato bruto foi clarificado por centrifugação a 4000 g por 10 minutos a 4 °C, em 

seguida, foi precipitada a enzima alfa amilase com etanol, na concentração de 50%. Para a 

precipitação (Biazus et al., 2010) foi utilizado 50 mL de extrato enzimático, 

subsequentemente, o volume do extrato enzimático foi dividido em 2 tubos falcons de 50 

mL, logo após foram adicionados 1 volume de etanol 100%. O sistema de precipitação foi 

incubado a 16 °C por 16 horas, após a incubação os tubos foram centrifugados 4000 G por 
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40 minutos a 4 °C, logo depois, foi descartado o sobrenadante por inversão e o pellet de 

proteínas totais foi seco em fluxo de ar (Fluxo laminar), o pellet proteico então foi 

ressuspendido em 6 mL de tampão fosfato de sódio 50 mM e pH 6. e por fim, o pellet de 

proteínas totais foi concentrado 10 vezes. 

 

4.11 Comparação das condições bioquímica e físico-químicas da atividade das enzimas 

alfa amilase selvagem e a recombinante do Bacillus koreensis isolado do rio 

Mamori/AM 

 

4.11.1 Estudo da atividade da alfa amilase do isolado bacteriano  

O método utilizado para a caracterização bioquímica e físico-quimica da atividade 

da enzima alfa amilase do Bacillus koreensis e a recombinante, foi iodométrico (reagente 

FUWA), descrito por FUWA, 1954. Além disso, a alfa amilase presente no caldo enzimático 

foi precipitado com etanol 50% (Biazus et al., 2010), com o propósito de concentrar a alfa 

amilase dos extratos enzimáticos, de tal forma que, possibilitaram os estudos dos parâmetros 

ideais da reação enzimática da alfa amilase. Para a caracterização da atividade da alfa 

amilase, foi selecionado o isolado 178 com o índice enzimático satisfatório para o teste 

enzimático qualitativa e quantitativos. 

 

4.11.2 Velocidade da reação dextrinizante da alfa amilase Bacillus koreensis selvagem 

A avaliação da velocidade da reação enzimática da alfa amilase do Bacillus koreensis 

selvagem isolado do rio Mamori e precipitada com etanol 50%, foi prosseguida com a 

variação da concentração da alfa amilase entre 5 a 30 µL por meio reacional, além do tempo 

de reação. 

Logo, não se alterou o pH, a concentração de substrato (1% de amido) e a 

temperatura. Subsequentemente, as reações foram incubadas entre 0 a 15 minutos, a 60°C, 

e posteriormente, as reações foram paralisadas com a adição de 100 µL de ácido acético 1 

M. Logo após, foram adicionados 100 µL do reagente FUWA e 4,7 mL de água nas reações 

enzimáticas, e foram homogeneizadas por inversão e a leitura feita a 660 nanômetros em 

espectrofotômetro. 

O calcular da quantidade de enzima dextrinizante por unidade em mililitros foi 

possível com a relação matemática direta de 1 unidade de enzima é necessária para hidrolisar 

o amido e gerar 0,1 mg de dextrinas em um minuto. 
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4.11.3 Variação de pH das reações da alfa amilase Bacillus koreensis selvagem 

A avaliação da reação enzimática da alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem 

com diferentes condições de pH, foi realizada, variando o pH entre 2 a 10 unidades, no 

entanto, foi mantida as condições reacionais de 15 µL de alfa amilase precipitada com etanol 

50%, 50 µL de amido a 10 mg/mL e 35 µL de tampão fosfato de sódio 50 mM. 

Subsequentemente, os meios racionais foram incubados por 3 minutos a 60°C, logo as 

reações foram paralisadas com a adição de 100 µL de ácido acético 1 M, posteriormente, foi 

adicionando 100 µL do reagente FUWA e 4,7 mL de água, logo após, as reações foram 

homogeneizadas por inversão e a leitura feita a 660 nm em espectrofotômetro. 

 

4.11.4 Variação de temperatura das reações da alfa amilase Bacillus koreensis selvagem 

A avaliação da reação enzimática da alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem 

com a variação de temperatura entre 0 e 100 °C, foi executada com as condições não 

alteradas dos meios reacionais de 15 µL de alfa amilase precipitada com etanol 50% e 50 µL 

de amido [10 mg/mL], 35 µL de tampão fosfato de sódio 50 mM (pH 6). Subsequentemente, 

os meios reacionais foram incubados por 3 minutos em temperaturas entre 0 a 100 °C, logo 

as reações foram paralisadas com a adição de 100 µL de ácido acético 1 M, posteriormente, 

foi adicionando 100 µL do reagente FUWA e 4,7 mL de água, logo após, as reações foram 

homogeneizadas por inversão e a leitura feita a 660 nm em espectrofotômetro. 

 

4.11.5 Cinética da alfa amilase do Bacillus koreensis 

A determinação aparente da velocidade da reação enzimática da alfa amilase do 

Bacillus koreensis precipitada com etanol 50%, foi executada com a variação da 

concentração de substrato entre 0 a 20 mg/mL e mantidas as demais condições de pH, 

temperatura, tempo reacional e a concentração da alfa amilase. Posteriormente a reação 

enzimática da alfa amilase, e a partir dos resultados obtidos de absorbância, foram calculadas 

as concentrações de amido residual, utilizando a equação da reta. Subsequentemente, foram 

calculados os produtos de 6 pontos reacionais. Em seguida, foram determinadas a velocidade 

da reação enzimática por minuto, visto que, o resultado foi demonstrado em gráfico de 

dispersão X Y. 

O Km e a velocidade máxima foram calculadas, a partir do tratamento matemático 

dos valores de substrato e a velocidade da reação enzimática da alfa amilase. Nesse sentido, 

os resultados obtidos pela ração enzimática (Absorbância) e as concentrações utilizadas do 

substrato, foram divididos por 1, modificando o perfil do gráfico de hipérbole encontrada na 
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constante de Michaelis-Menten, para o perfil do gráfico de uma reta. Posteriormente foi 

possível determinar a equação da reata pelo método do duplo recíproco, posteriormente, 

foram calculados o Km e a velocidade máxima da ração enzimática da alfa amilase do 

Bacillus koreensis selvagens. 

 

4.12 Estudo das parâmetro físico-químico da alfa amilase recombinante (AMYKOR) 

4.12.1 Velocidade da reação da alfa amilase recombinante (AMYKOR) 

A avaliação da velocidade da reação enzimática da alfa amilase recombinante e 

precipitada com etanol 50%, foi através da variação da concentração da alfa amilase entre 5 

a 30 µL por meio reacional, além do tempo de reação, metodologia descrita no item 4.11.2.  

 

4.12.2 Efeito da variação de pH  

As reações foram feitas em triplicatas com 50 µL de amido [10 mg/mL], 35 µL de 

tampão (fosfato de sódio 50 mM) com variação de pH entre 2 a 10 (intervalo de 1 unidade 

de pH) e 15 µL de extrato bruto.  As reações foram incubadas por 3 minutos a 60 ºC, em 

seguida, as reações foram paralisadas com a adição de 100 µL de ácido acético 1 M. Logo 

após, foram adicionados 100 µL do reagente FUWA e 4,7 mL de água, logo após, foram 

homogeneizadas por inversão e as leituras feita a 660 nm em espectrofotômetro. 

 

4.12.3 Efeito da temperatura  

As reações foram feitas em triplicatas com 50 µL de amido [10 mg/mL], 35 µL de 

tampão (fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0) e 15 µL de extrato bruto.  Logo após, as reações 

foram incubadas por 3 minutos com a temperatura variando entre 0 a 100 ºC. As reações 

foram paralisadas com a adição de 100 µL de ácido acético 1 M. Logo após, foram 

adicionados 100 µL do reagente FUWA e 4,7 mL de água, subsequentemente, as reações 

foram homogeneizadas por inversão e as leituras a 660 nm em espectrofotômetro. 

 

4.12.4 Cinética da alfa amilase do Bacillus koreensis 

 Os parâmetros de Km e velocidade máxima aparente, foram calculados para a 

atividade da alfa amilase recombinante, como já descrito acima, item 4.11.5 
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4.13 Controle de substrato (positivo para o amido) 

O controle positivo foi preparado com 50 µL de amido [10 mg/mL], 50 µL de tampão 

(fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0). Foi incubado por 3 minutos a 60 ºC e a reação foi 

paralisada com a adição de 100 µL de ácido acético. Posteriormente foi adicionado 100 µL 

do reagente FUWA e 4,7 mL de água. O sistema foi homogeneizado por inversão teve e a 

leitura feita a 660 nm em espectrofotômetro. 

 

4.14 Branco reacional (ausência de amido)  

O controle, com ausência de amido, foi preparado com 70 µL de tampão (fosfato de 

sódio 50 mM - pH 6,0) e 30 µL de extrato bruto.  Incubado por 3 minutos a 60 ºC e a reação 

foi paralisada com a adição de 100 µL de ácido acético 1 M. Logo após, se adicionou100 µL 

do reagente FUWA e 4,7 mL de água. Foi homogeneizado por inversão e a leitura feita a 

660 nm em espectrofotômetro. 

 

4.15 Determinação da média e desvio padrão das reações enzimáticas 

Os dados das reações enzimáticas da alfa amilase em triplicata, foram analisados pelo 

programa Graphpad Prisma, que calculou a média e desvio padrão dos resultados da 

atividade dextrinizante das enzimas alfa amilase do Bacillus koreensis e a recombinante.  
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5 RESULTADOS  

5.1 Isolamento das UFC’s do ecossistema aquático amazônico 

 Neste trabalho foram isoladas 6.179 unidades formadoras de colônias – UFC’s totais 

dos ecossistemas aquáticos dos rios Negro Solimões e Mamori. A partir desta totalidade, foi 

observado 1.014 UFC’s (tabela 4) com a capacidade de expressar e secretar a alfa amilase 

em meio de cultivo sólido, sendo confirmado, pela formação de halos transparentes ao redor 

das colônias em placa de Petri, após a coloração com vapor de iodo. 

 Por meio da mensuração do índice enzimático dos isolados bacterianos dos rios 

Negro, Solimões e Mamori, foram selecionadas as Unidade Formadoras de Colônias com o 

índice enzimática igual ou superior a 2, desta totalidade de UFC’s capazes de hidrolisar o 

amido 1%.  

  Portanto, verifica-se a quantidade expressiva de bactérias amilolíticas isoladas do rio 

Mamori em meio de crescimento LB ¼, suplementado com 1% de amido, desta quantidade 

de bactérias amilolítica. Foi observado uma diferença de 589 UFC’s, conforme a 

comparação dos resultados do rio Mamori, com o resultado do rio Solimões. Entretanto, foi 

visualizado uma diferença percentual de 5% de UFC’s amilolíticas para o rio Solimões, de 

acordo com, o resultado da comparação com o rio Negro (tabela 4).    

 

Tabela 4: Isolamento total de UFC’s com a capacidade de hidrolisar o amido dos rios Negro, 

Solimões e Mamori, no período de maio e agosto de 2015. 

Local de 

coleta 

UFC’s 

totais 

UFC’s 

amilolíticas 

 

UFC’s 

amilolíticas ≤ 

2 

UFC’s 

amilolíticas ≥ 

2 

Porcentagem 

de UFC’s 

amilolíticas 

Rio Negro 1.452 87 7 80 5,5 % 

Rio Solimões 698 169 3 166 23,7% 

Rio Mamori 4.029 758 2 756 18,7% 

Os resultados percentuais das unidades formadoras de colônias (UFC’s) amilolíticas, foram 

obtidas considerando a totalidade de isolados da coluna 2 como 100%, para cada local de 

coleta.  

 

 5.2 Revelação do halo por vapor de iodo em meio de cultivo LB ¼ com 1% de amido 

A atividade enzimática qualitativa das UFC’s isoladas dos ecossistemas aquáticos 

dos rios Negro, Solimões e Mamori, foram detectadas pela hidrolise do amido 1%, em 

consequência da formação de halos de degradação (área incolor em torno das colônias), após 



38 
 

a revelação com vapor de iodo, e com o resultado, foi possível visualizar a atividade da alfa 

amilase secretada no meio de cultivo sólido.  

Portanto, com a análise da atividade enzimática qualitativa em meio de cultivo sólido 

suplementado com 1% de amido, foi possível visualizar isolados com índices amilolítica 

maior ou igual ao índice enzimático (I.E.) de 2 (figura 2). Sendo que, os índices enzimáticos 

dos isolados foram de 3,25 (I.E.) para o isolado 175, o isolado 147 de 3 (I.E.)  e o isolado 

178 de 4 (I.E.)  (Ecossistema aquático do rio Mamori), isolado 148 de 3,4 (I.E.) (ecossistema 

aquático do rio Solimões) e o isolado 100 de 2 (I.E.) (ecossistema aquático do rio Negro) 

(figura 2).  

 

 

 

Figura 2: Revelação da atividade enzimática da alfa amilase com vapor de iodo sublimado 

dos UFC’s dos Rios Negro, Solimões e Mamori, isoladas em meio de cultivo LB ¼ com 1% 

de amido (fécula de mandioca). Isolados 100 (rio Negro), isolado 148 (rio Solimões) e os 

isolados 178, 147 e 175 (rio Mamori). 

 

5.3 Caracterização morfológica das UFC’s por microscopia óptica 

 As UFC’s selecionadas pelo índice enzimático, foram caracterizadas 

morfologicamente pela microscopia óptica e com o auxílio dos corantes foram determinadas 

as características de Gram positivo para os isolados analisados (Figura 3) dos ecossistemas 

aquáticos dos rios Negro (isolado 100), Solimões (isolado 148) e Mamori (isolados 178, 147 

e 175). 

A partir dos métodos clássicos microbiológicos de isolamento em meio de cultivo 

seletivo, foi possível isolar células bacterianas dos sistemas aquáticos dos rios Negro, 

Isolados 100 

Isolados 147 Isolados 148 Isolados 178 Isolados 175 
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Solimões e Mamari, além de, observar os isolamentos bacterianos purificados, após 3 

repiques sucessivos, figura 3.     

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Fotomicrográfica de campo claro dos isolados dos ecossistemas aquáticos dos rios 

Negro, Solimões e Mamori. Isolados 100 (rio Negro), isolado 148 (rio Solimões) e os 

isolados 178, 147 e 175 (rio Mamori). 

 

5.4 Abordagem molecular para identificar as UFC’s 

5.4.1 Extração e amplificação do gene rRNA 16S pela PCR  

 Subsequentemente ao estudo da atividade enzimática qualitativa e a caracterização 

morfológica das bactérias isoladas do ecossistema aquáticos, foram escolhidos as UFC’s 

147, 178, 100, 148 e 175, para prosseguir com as análises.  

 Na figura 4, se observa o DNA total extraído e a massa estimada de DNA de cada 

amostra dos isolados dos sistemas aquáticos dos rios Negro, Solimões e Mamori, além do 

perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do DNA total dos isolados bacterianos. 

 

Figura 4: Perfil eletroforético da extração de DNA total das UFC’s isoladas dos sistemas 

aquáticos dos rios Negro, Solimões e Mamori. Isolados 100 (rio Negro), isolado 148 (rio 

Solimões) e os isolados 178, 147 e 175 (rio Mamori). 

 Após a extração e quantificação do DNA total das UFC’s isoladas, foi montada a 

PCR para a amplificação do gene rRNA 16S. Consequentemente, se visualiza o resultado da 

Isolado 147 Isolado 178 Isolado 100 Isolado 148 Isolado 175 
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amplificação do gene rRNA 16S pelo perfil eletroforético dos amplicons de tamanho de 500 

pares de bases e a massa de DNA estimada em 100 ƞg/µL (Figura 5).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.  

Figura 5: Perfil eletroforético de Amplicons de 500 pb do gene rRNA 16S em gel de agarose 

0,8% das UFC’s isoladas bacterianos dos rios Negro, Solimões e Mamori. M, marcador 

molecular de tamanho de 1 Kb; Canaleta 1, isolado 175 (rio Mamori); Canaleta 2, isolado 

147 (rio Mamori); Canaleta 3, isolado 148 (rio Solimões); Canaleta 4, isolado 100 (rio 

Negro); Canaleta 5, isolado 178 (rio Mamori); Canaleta 6, isolado 178 (rio Mamori) e 

Canaleta 7, controle negativo da Reação em Cadeia da Taq-DNA polimerase (PCR).  

5.4.2 Sequenciamento do gene rRNA 16S 

  Os dados brutos foram analisados pelo Softwaer PHRED que gerou a tabela de 

qualidade e nomeou as bases nitrogenadas. O resultado do sequenciamento do gene rRNA 

16S das UFC’s dos ecossistemas aquáticos dos rios Negro, Solimões e Mamori, são 

mostrados na figura 6A e 6B, que revela o número de bases totais da sequência 

(comprimento), a qualidade maior de 20 que corresponde 1 erro em cada 100 bases lidas, a 

cor verde corresponde a alta qualidade das sequências e a cor vermelha representa a baixa 

qualidade das sequências. Na figura 6A foi desconsiderado as sequências F01.ab1 e F02.ab1 

pela baixa qualidade (cor vermelha), logo após, foi refeito o sequenciamento das duas Read 

com o resultado satisfatório para prosseguir o trabalho da tese (figura 6B).   

 

M    1          2         3        4         5          6         7 

 

1000 
pb 

1500 
pb 

750 
pb 500 
pb 
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Figura 6: Quality table (PHRED) dos dados brutos do sequenciamento do gene rRNA 16S 

dos isolados dos rios Negro, Solimões e Mamori. 

 

5.4.3 Identificação molecular (gene rRNA 16S)  

 O resultado da identificação molecular, para a espécie Bacillus Koreensis isolado do 

rio Mamori, foi visualizado a porcentagem parental de 99% de identidade do isolado 147, 

99% de identidade do isolado 178 e 92% de identidade do isolado 175. Com a sequência de 

DNA do gene rRNA 16 do isolado 148 do Rio Solimões foi possível identificar o Bacillus 

nealsonii com 92% de identidade. Além de, 96% de identidade para a identificação da 

espécie Paenibacillus barcinonenesis do isolado 100 do rio Negro. 

 

5.4.4 Filogenia dos isolados bacterianos dos ecossistemas aquáticos da Amazônia com 

o uso do gene rRNA 16S   

 A confirmação do parentesco, foi através dos cálculos de proximidade genética das 

sequências do gene rRNA 16S dos isolados dos rios Mamori e Negro, com as sequências do 

gene rRNA 16S das espécies encontradas no banco de dados NCBI. Além da, construção de 

arvores filogenéticas com o algoritmo Neighbor-Joining.  

O resultado da análise filogenética (figura 7), demonstrou a formação de um grupo 

parental taxonômico de Bacillus koreensis (strain BR030 – NR_043084.1) do banco de 

dados (NCBI) com as unidades taxonômicas operacionais do rio Mamori (147_RM e 

178_RM), bem como, a visualização de 100% de similaridade na formação dos nós interno 
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e externo da árvore filogenética (Neighbor-Joining), além do resultado da proximidade 

genética entre as sequências do gene rRNA 16S dos táxons analisadas. 

 Como também, foi observado pela análise filogenética (Neighbor-Joining) (figura 7) 

dos táxons obtidos do banco de dados, (NCBI) Paenibacillus silvae strarin 

DB13031(NR_156836.1) e Paenibacillus polymyxa strain DSM36 (NR_11773332.2) com a 

unidade taxonômica operacional do rio Negro (100_RN). Visto que, o resultado da análise 

filogenética demostrou que a proximidade parental entre os táxons do gênero Paenibacillus 

foram de 100%, visualizados na árvore filogenética entre o nó interno e externo do grupo 

parental das espécies analisadas. 
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Figura 7: Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequêcias de DNA do gene 

rRNA 16S dos isolados dos rios Negro (100_RN) e Mamori (178_RM e 147_RM), e com 

as sequências do gene rRNA 16S das espécies encontradas e obtidas do banco de dados 

NCBI. O alinhamento e a matriz de distância foram calculados com o algoritmo p-distance, 

com bootstrap teste de 500 repetições.  
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5.5 Desenho de iniciadores, amplificação do gene da alfa amilase (Amy) e 

sequenciamento 

Na figura 8, se observa o resultado da amplificação do gene Amy (alfa amilase) dos 

isolados dos rios Mamori (147, 178 e 175) identificados de Bacillus koreensis, isolado do 

rio Solimões (148) identificado de Bacillus nealsonii e isolados do rio Negro (100) 

identificado de Paenibacillus barcinonenesis, bem como, se visualiza Amplicons de 

tamanho de 1500 pares de bases pelo perfil eletroforético, com o uso dos iniciadores NV1A 

e NV2A. Além de, Amplicons de 750 pb, com o uso de iniciadores NV1C e NV2B.  

 

 

Figura 8: Perfil eletroforético da amplificação do gene Amy (alfa amilase) dos isolados dos 

ecossistemas aquáticos da Amazônia. Isolados do rio Mamori (147, 178 e 175), isolados do 

rio Solimões (148) e isolado do rio Negro (100). Marcador molecular de tamanho de 1 Kb 

(Kb), controle negativo (C-) para a PCR.  

 

 Com o auxílio dos iniciadores foi possível sequenciar o gene da alfa amilase (Amy) 

dos isolados dos rios Mamori, Solimões e Negro. Como resultado, obtivemos 10 sequências 

do gene Amy (dados brutos, Apêndice B). Posteriormente, foi utilizado o programa PHRED 

para analisar as sequências do gene Amy e o resultado obtido da qualidade das sequencias, 

foi visualizado pela Quality table (Apêndice K), e com a ferramenta CAP3, foi obtida a 

sequência consenso de 1318 pb (apêndice F) pelo alinhamento das sequências do gene Amy 

do Bacillus koreensis. 
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Posteriormente, a sequência de DNA consenso do gene Amy do Bacillus  koreensis 

isolado do rio Mamori, foi analisada pela ferramenta de bioinformática BLAST (NCBI), e 

obtivemos como resultado 95% de identidade com a sequência de DNA do gene Amy do 

Cytophaga sp. Além da, análise da sequência de aminoácido do gene Amy pela ferramenta 

de bioinformática blastx (NCBI), e foi obtido 99% de identidade com a sequência de 

aminoácido do gene Amy do Bacillus koreensis. 

 Portanto, o resultado do sequenciamento do gene Amy dos isolados bacterianos do 

sistema aquático do rio Mamori (Apêndice D), foi fundamental para a análise filogenética, 

bem como, a confirmação o parentesco das espécies identificadas nos sistemas aquático da 

Amazônia.  

 

5.6. Estudo filogenético do gene Amy do Bacillus koreensis (sequência de DNA) 

 O parentesco do isolado do rio Mamori, foi analisado, através dos cálculos de 

distancia genética entre as sequências de DNA do gene Amy e as sequências do gene Amy 

depositadas no banco de dados (NCBI) de espécies bacterinas.  

 O resultado obtido na figura 9a, demonstra a formação do nó externo e interno com 

100% de proximidade genética entre as sequências de DNA do gene Amy do isolado do rio 

Mamori Amy_178 e identificado como Bacillus koreensis e a sequência de DNA do gene 

Amy do Bacillus koreensis (WP_053403806.1) obtida do banco de dados NCBI.  

O resultado obtido pela analise da sequência de aminoácidos do gene Amy do isolado 

do rio Mamori Amy_178 (RM_seq.aa) e identificado como Bacillus koreensis, com as 

sequências de aminoácidos dos gene Amy das espécies de Bacillus koreensis 

(WP_053402350.1), (K0043440.1) obtida do banco de dados NCBI. Bem como, foi 

observodo a formação do nó interno e externo com 100% de proximidade genetética entre 

os taxons analisado. Além de, se visualizar um nó externo com 100% de proximidade 

genética com o grupo irmão das espécies de Bacillus koreensis (WP_053403806.1) e 

(K0037366.1) obtidas do banco de dados (NCBI). Ainda mais, se visualiza a proximidade 

genética das sequências de aminoácidos do gene Amy dos isolados do rio Mamori com as 

sequências depositadas no banco de dados NCBI analisadas, de tal forma que, divergirom 

do mesmo ansestal em comum. 
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Figura 9a: Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequências de DNA do gene 

Amy dos isolados do rio Mamori - Amy_178 (RM_Bacillus koreensis), e com as sequencias 

de DNA do gene Amy das várias espécies encontradas e obtidas do banco de dados NCBI. 

O alinhamento e a matriz de distância foram calculados com o algoritmo p-distance, com 

bootstrap teste de 500 repetições.  
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Figura 9b: Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequências de aminoácidos do 

gene Amy do isolado do rio Mamori - Amy_178(RM_seq. aa), e com as sequencias de DNA 

do gene Amy das várias espécies encontradas e obtidas do banco de dados NCBI. O 

alinhamento e a matriz de distância foram calculados com o algoritmo p-distance, com 

bootstrap teste de 500 repetições.  

 

5.7 Otimização da sequência para a síntese química do gene Amy do Bacillus koreensis 

isolados no rio Mamori 

 Após a predição da sequência consenso do gene Amy e o alinhamento, esta foi 

traduzida para a sequência de aminoácidos visualizado na tabela 5.  A região do peptídeo 
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sinal na sequência consenso de aminoácidos foi determinada e a posição de clivagem do 

peptídeo sinal foi identificada entre os aminoácidos 34 e 35 (AKA-A). Posteriormente, no 

desenho da sequência consenso de DNA do gene Amy do Bacillus koreensis isolado do rio 

Mamori foram incluídos os sítios de restrição das enzimas NdeI e BamHI nas extremidades 

da sequência de DNA. Subsequentemente, foi desenhado o gene da alfa amilase (Amy) e 

desenho do gene (Amy) da alfa amilase denominado de AMYKOR foi enviado para síntese 

química e recebemos o gene AMYKOR ligado ao vetor pBSK (apêndice J). 

 

Tabela 5: Sequência de aminoácido do gene Amy do Bacillus koreensis (rio Mamori). 

Identificação da sequência Sequência de aminoácido 

Sequência de aminoácidos do 

gene Amy do Bacillus 

koreensis isolado do rio 

Mamori 

 

MKKKWKKRSR FAAITMFSTL LLVPSLAQPK 

EAKAATTNGT MMQYFEWYVP NDGQQWNRLR 

TDAPYLSSVG ITAVWTPPAY KGTSQADVGY 

GPYDLYDLGE FNQKGTVRTK YGTKAELKSA 

VNTLHSNGIQ VYGDVVMNHK AGADYTENVT 

AVEVNPSNRN QETSGEYNIQ AWTGFNFPGR 

GTTYSNFKWQ WFHFDGTDWD QSRSLSRIFK 

FRGTGKAWDW EVSSENGNYD YLMYADIDYD 

HPDVVNEMKK WGVWYANEVG LDGYRLDAVK 

HIKFSFLKDW VDNARAATGK EMFTVGEYWQ 

NDLGALNNYL AKVNYNQSLF DAPLHYNFYA 

ASTGGGYYDM RNILNNTLVA SNPTKAVTLV 

ENHDTQPGQS LESTVQPWFK PLAYAFILTR 

SGGYPSVFYG DMYGTKGTTT REIPALKSKI 

EPLLKARKDY AYGTQRDYID NPDVIGWTRE 

GDSTKAKSGL ATVITDGPGG SKRMYVGTSN 

AGEVWYDLTG NRTDKITIGS DGYATFPVNG 

GSVSVWVQQ 

 

5.8 Transformação genética da DH5α para a clonagem dos vetores pBSK-AMYKOR e 

o vetor pDMU01-EG17, minipreparação de plasmídeos, construção do vetor de 

clonagem 

5.8.1 Transformação genética da DH5α pelos vetores pBSK-AMYKOR e pDMU01-

EG17 e a minipreparação do DNA plasmidial 

 A DH5α foi transformada geneticamente com o vetor pBSK-AMYKOR por 

eletroporação, da mesma forma, o vetor pMDU01-EG17, posteriormente a seleção das 

células bacterianas transformadas geneticamente e recombinantes em meio de crescimento 
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LB sólido e seletivo, e logo após, foram semeadas em meio de cultivo LB líquido e 

subsequente a incubação foi extraído o DNA plasmidial e estimada a massa dos vetores 

pBSK-AMYKOR de 200 ƞg/µL e o  pMDU01-EG17 de 300 ƞg/µL. 

 

5.8.2 Construção do vetor de expressão genética do gene AMYKOR 

 A construção do vetor de expressão genética pDMU01-AMYKOR, foi confirmada 

pela análise de restrição qualitativa, com as enzimas NdeI e BamHI (figura 10). Como 

resultado, temos fragmentos de DNA do vetor pDMU01, e do gene AMYKOR, observado 

no gel de agarose 0,8%. 

 Por meio da, analise eletroforética em gel de agarose 0,8%, foi possível observar o 

fragmento linear de DNA de tamanho de 4500 pb (figura 10, canaletas 2 e 4), que 

corresponde a um único sitio de restrição utilizado pela enzima de restrição. Bem como, se 

visualiza duas bandas de DNA com tamanho de 3000 pb e a outra com tamanho de 1500 pb 

(figura 10, caneletas 6 e 8), à medida que, se utiliza duas enzimas de restrição.  

  

 

Figura 10: Analise eletroforética da digestão do vetor pDMU01-AMYKOR e o vetor 

pDMU01-GFP com as enzimas de restrição NdeI e BamHI em gel de agarose 0,8% corado 

com Brometo de Etídio. 1, ausência de enzima; 2, presença da enzima NdeI; 3, ausência de 

enzima; 4, presença da enzima BamHI; 5, ausência de enzima; 6, presença das enzimas NdeI 

e BamHI; M, Ladder de 1kb; 7, ausência de enzima e o 8, presença das enzimas NdeI e 

BamHI. 
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5.9 Estudo da regulação da expressão do gene AMYKOR  

 O resultado da regulação da expressão genética visualizado na figura 11, demonstra 

que as colônias recombinantes têm tamanho diferente, além da, confirmação da expressão 

genética e atividade da alfa amilase pela presença de halos de degradação do amido entorno 

das colônias, observados após a revelação com vapor de iodo.  

Logo, se observou na placa 2 (ausência de glicose 1% e IPTG 1mM), as 20 colônias 

com presença de halo degradação do amido, entretanto, foi observado na colônia 16 uma 

diferença de diâmetro de halo de degradação do amido, quando comparada com os demais 

diâmetros dos halos entorno das colônias analisadas da placa. Subsequentemente, foram 

visualizados na placa 4, as colônias 4, 8, 10 e 17 (presença de IPTG 1mM e ausência de 

glicose 0,5%) com o diâmetro do halo de degradação superior as demais colônias da placa 

analisada. Visto que, a placa 3 (presença de glicose 0,5% e IPTG 1 mM), com as 20 colônias, 

se verificou halos de degradação do amido ao redor das colônias analisadas. De tal foram 

que, o melhor resultado da expressão genética da enzima alfa amilase e a secreção ao meio 

extracelular, foi a condição de ausência de glicose 0,5% e a presença de IPTG 1 mM. Por 

consequência, da análise dos resultados de expressão e a atividade qualitativa da alfa 

amilase, foi utilizado a condição de 1mM de IPTG, para prosseguir com o trabalho da Tese. 

 

Figura 11: Perfil da atividade enzimática qualitativa da alfa amilase recombinante com a 

utilização de amido 1% no meio LB, além da presença ou ausência de glicose 0,5%, e IPTG 

1 mM no estudo da regulação da expressão genética do gene AMYKOR; 

pL 01 - presença de glicose 0,5% e ausência de IPTG 1 mM. 

pL 02 - ausência de glicose 0,5% e IPTG  1 mM. 

pL 03 - presença de glicose 0,5% e IPTG 1 mM. 

pL 04 - ausência de glicose 0,5%  e presença de IPTG 1 mM.  

 

5.10 Expressão genéticas quantitativa do gene AMYKOR da enzima alfa amilase  

 Para determinar a atividade e a unidade de enzima por mililitro, foi utilizado a 

equação da reata 𝑦 = 0,0617𝑥 + 0,0268 (figura 12), para o calculado do amido residual, e 
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posteriormente, o produto da reação enzimática, por meio da subtração do amido inicial pelo 

amido residual, determinado com a equação da reta.  

Após a transformação da DH5α F’Iq com o vetor de expressão pMDU01-AMYKOR, 

e posteriormente, quando atingiu a absorbância de 0.7, foi adicionado 1 mM de IPTG e o 

resulto é observado na figura 13. Logo, se visualiza o perfil do crescimento celular em função 

do tempo na fase exponencial, antes da indução da expressão genética, e após a indução com 

IPTG, se visualiza a primeira e segunda hora no platô. Em seguida, a curva se inclina ao 

longo do tempo, e posteriormente, se observa o perfil de redução de células bacterianas, em 

decorrência da inclinação da reta, bem como, a morte celular, após as duas horas de indução. 

  

 

 

 

           Figura 12: Curva de calibração de amido corado com solução FUWA. 
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Figura 13: Curva de crescimento da DH5α F’Iq e a expressão da alfa amilase recombinante 

com indutor da expressão do operon lac 1mM de IPTG e a Glicose 0,5%. 

 

5.11 Estudo comparativo da atividade dextrinizante da alfa amilase do extrato 

enzimático do Bacillus koreensis precipitada (etanol 50%), e a alfa amilase 

recombinante (AMYKOR) precipitada (etanol 50%). Velocidade inicial das reações 

enzimáticas da alfa amilase precipitada com etanol 50%. Variação de pH e 

temperatura nas reações enzimáticas da alfa amilase precipitadas com etanol 50%. 

Determinação da velocidade máxima e km das reações enzimáticas da alfa amilase 

precipitadas. 

 

5.11.1 Velocidade da reação enzimática da alfa amilase precipitada do Bacillus 

Koreensis 

 O estudo da velocidade da reação enzimática de primeira ordem (fase exponencial) 

da alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50%, foi fundamental para a 

determinação da concentração de enzimas pela reação enzimática, de modo que, as 

concentrações de 20 µL e 30 µL de alfa amilase foram rápidas na conversão do substrato em 

produto, mas as concentrações de 5 µL e 10 µL da alfa amilase foram reações enzimáticas 

lentas e a concentração 15 µL de alfa amilase foi ideal para reação enzimática, visto que, a 

reação enzimática foi intermediaria entre as reações enzimáticas rápida e  a lenta na hidrolise 

do amido 1%, nesse sentido, a concentração de 15 µL enzima alfa amilase é necessária para 

prosseguir com os estudos de caracterização da atividade enzimática da alfa amilase (figura 

14), além da determinação do tempo de reação de 3 minutos, portanto, foi mantido a 

temperatura de 60 ºC, tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6 e 1% de amido. 
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Figura 14: Velocidade inicial da Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% do 

extrato enzimático. 

5.11.2 Variação de pH das reações enzimáticas da alfa amilase do precipitado Bacillus 

koreensis 

 O estudo da variação de pH  da reação enzimática da alfa amilase precipitada com 

etanol 50% do Bacillus koreensis, foram realizadas com as variações entre 2 a 10 unidade 

de pH em reações enzimáticas dextrinizante da alfa amilase, de tal forma que, o pH 2 e 3 

influenciou na redução da atividade enzimática, mas as unidades de 4, 9 e 10 de pH foram 

indutoras intermearias da reação enzimática, e as unidades 5, 6, 7 e 8 de pH foram indutoras 

elevadas da reação dextrinizante da alfa amilase, sendo que, o pH 6 foi escolhido por induzir 

efetivamente a atividade da alfa amilase (figura 15), nesse sentido, as condições reacionais, 

tais como, a concentração de enzima alfa amilase, substrato, tempo e temperatura não foram 

modificadas.    
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Figura 15: Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% e variação de pH. 

Foi determinado o desvio padrão médio por reação enzimática. 

 

5.11.3 Variação de Temperatura da reação enzimática da alfa amilase precipitada com 

etanol 50% do Bacillus koreensis 

 A determinação das condições térmicas ideais para a reação dextrinizante da alfa 

amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50 %, foram executadas com a variação 

térmica entre 0 a 100 ºC para a atividade dextrinizante da alfa amilase, bem como, se 

observou que as condições térmicas de 0, 10 e 20 ºC induziram pouco a atividade enzimática, 

mas se visualizou que as condições térmicas de 40, 50, 90 e 100 ºC foram indutoras 

intermediárias da atividade dextrinizante da alfa amilase, e as condições térmicas de 60, 70 

e 80  ºC foram indutoras elevadas da atividade enzimática da alfa amilase, nesse sentido, se 

considerou que a condição térmica de 60 ºC, foi satisfatória para prosseguir com o trabalho 

de Tese (figura 16). Portanto, não se alterou as condições de:  concentração da alfa amilase, 

pH, substrato e tempo de reação. 
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Figura 16: Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% e variação de 

temperatura. Foi determinado o desvio padrão médio por reação enzimática. 

  

5.11.4 Cinética enzimática Michaelis-Menten da alfa amilase do Bacillus koreensis 

precipitada com etanol 50% (Km e velocidade máxima) 

 O estudo da cinética da velocidade inicial aparente da reação enzimática da alfa 

amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50%, foi executada com a variação da 

concentração de substrato entre 0 a 20 mg/mL (amido – fécula de mandioca) (figura 17), e a 

velocidade da reação diminui, à medida que, aumenta a concentração de substrato, 

subsequentemente é formando o complexo [ES] até atingir o platô (reação enzimática de 

segunda ordem) e o grau máximo de saturação do sitio catalítico da enzima alfa amilase. 

Nesse sentido, o complexo [ES] passa pelo estagio de baixa energia livre de ativação, e a 

enzima convertendo o substrato do complexo [ES] em enzina livre e produto [E+P]. 

Portanto, não foi alterado as condições pré-determinas de pH, temperatura, tempo e a 

concentração da alfa amilase.  
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Figura 17: Michaelis-Menten da reação enzimática da alfa amilase precipitada com etanol 

50% do Bacillus koreensis. Foi determinado o desvio padrão médio por reação enzimática. 

 

 O duplo recíproco da atividade dextrinizante da alfa amilase precipitada com etanol 

50% do Bacillus koreensis, foi determinado com a transformação matemática da equação de 

Michaelis-Menten de ambas os lados (X e Y), obtendo como resultado, o diagrama do duplo 

recíproco (1/v e 1/[S]) (figura 18), e a afinidade da enzima alfa amilase aparente com o 

substrato se determinou pelo resultado de Km de 4,0 mg/mL, além da, velocidade máxima 

aparente de 2,3 mg . mL-1. minuto-1, com o uso da equação da reta de 𝑌 = 1,778 ∙ 𝑋 +

0,4415 do duplo recíproco. 
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Figura 18: Duplo Recíproco da atividade enzimática da alfa amilase precipitada com etanol 

50% do Bacillus koreensis. A cada reação enzimática foi determinado o desvio padrão 

médio. 

 

5.12 Velocidade da reação enzimática da alfa amilase precipitada com etanol 50% do 

sistema de expressão genética pDMU01-AMYKOR 

 A velocidade da reação enzimática de primeira ordem (fase exponencial da reação) 

da alfa amilase recombinante precipitada com etanol 50%, foi estudada com o propósito de 

determinar a concentração da alfa amilase necessária para a hidrolise do amido e prosseguir 

com a análise dos parâmetros físico-químico ideais da enzima. O resultado observado na 

figura 18, demonstra que as concentrações utilizadas de 20 µL e 30 µL de alfa amilase por 

reações enzimática, elevaram a velocidade da reação, com efeito de rápida conversão do 

substrato em produto. As concentrações utilizadas de 5 µL e 10 µL de alfa amilase por reação 

enzimática, de fato, alterou a velocidade das reações enzimáticas e diminuição a hidrolise 

do amido, além da, concentração do produto obtido pela atividade enzimática. O resultado 

obtido da concentração 15 µL de alfa amilase utilizada para a reação enzimática, demonstrou 

que a velocidade inicial da reação enzimática da alfa amilase a 3 minutos produziu 4 mg/mL 

de dextrinas, bem como, o perfil da reação da alfa amilase a 5 minutos, se verifica na fase 
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exponencial da reta, visualizado no gráfico (figura 19), com o ângulo de inclinação da reta 

satisfatório e distante dos eixos Y e X do gráfico.     

   Nesse sentido, a concentração de 15 µL enzima alfa amilase são necessários para 

prosseguir com os estudos de caracterização da atividade enzimática da alfa amilase (figura 

19), além da, determinação do tempo de reação de 3 minutos, portanto, foi mantido a 

temperatura de 60 ºC, tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6 e 1% de amido. 

 

 

Figura 19: Perfil da velocidade inicial da atividade enzimática da alfa amilase recombinante 

(AMYKOR) precipitada com etanol 50%. 

 

5.12.1 Variação do pH da reação enzimáticas da alfa amilase (AMYKOR) 

recombinante e precipitada com etanol 50% 

 A variação de pH para o estudo das condições reacionais da alfa amilase 

recombinante precipitada com etanol 50%, foram  conduzidas com as variações entre 2 a 10 

unidade de pH em reações enzimáticas dextrinizante da alfa amilase, de modo que, o pH 2 e 

3 influenciou na redução da atividade enzimática, mas as unidades de 4, 9 e 10 de pH foram 

indutoras intermearias da reação enzimática, e as unidades 5, 6, 7 e 8 de pH foram indutoras 

elevadas da reação dextrinizante da alfa amilase, sendo que, a unidade 6 de pH foi 

determinado para prosseguir com o trabalho da Tese (figura 20), portanto, as condições 

reacionais da concentração de enzima alfa amilase, substrato (amido – fécula de mandioca 

1%), tempo (3 minutos) e temperatura (60 ºC) não foram alteradas.    
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Figura 20: Alfa amilase recombinante (AMYKOR) precipitada com etanol 50% e variação 

de pH. Foi determinado o desvio padrão médio por reação enzimática 

 

5.12.2 Variação da temperatura da reação enzimática da alfa amilase recombinante 

precipitada com etanol 50% 

 A determinação das condições térmicas ideais para a reação dextrinizante da alfa 

amilase recombinante precipitada com etanol 50%, foram executadas com a variação térmica 

entre 0 a 100 ºC para a atividade dextrinizante da alfa amilase, visto que, as condições 

térmicas de 0, 10, 20 e 100 ºC foram de baixa indução da atividade enzimática, mas as 

condições térmicas de 30, 40, 50, 80 e 90 ºC foram indutoras intermediárias da atividade 

dextrinizante da alfa amilase, e as condições térmicas de 60 e 70  ºC foram indutoras elevadas 

da atividade enzimática da alfa amilase, nesse sentido, foi considerado a condição térmica 

de 60 ºC para prosseguir com o trabalho de Tese (figura 21). Assim sendo, não foi alterado 

as condições de concentração da alfa amilase (15 µL), pH 6, substrato (amido 1%) e tempo 

3 minutos de reação. 
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Figura 21: Alfa amilase recombinante (AMYKOR) precipitada com etanol 50% e variação 

de temperatura. Foi determinado o desvio padrão médio por reação enzimática. 

 

5.12.3 Michaelis-Mentem da reação enzimática da alfa amilase precipitado AMYKOR 

  O estudo da cinética da velocidade inicial da reação enzimática da alfa amilase 

recombinante precipitada com etanol 50%, foi executada com a variação da concentração de 

substrato entre 0 a 20 mg (amido – fécula de mandioca) (figura 22), e inalterado as condições 

de pH, temperatura, tempo da reação enzimática pré-determinados. Dentro do contexto foi 

determinado a velocidade aparente da reação enzimática e se verificou a diminuição da 

velocidade da reação enzimática, a medida que, aumenta a concentração do substrato, 

consequentemente, é formando o complexo [ES] até atingir o platô (ração enzimática de 

segunda ordem) e o grau máximo de saturação do sitio catalítico da enzima alfa amilase, de 

modo que, o complexo formado [ES] passa pelo estagio de baixa energia livre de ativação, 

e a enzima convertendo o substrato do complexo  [ES] em enzima livre e produto[E+P].  
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Figura 22: Michaelis-Menten da reação enzimática da alfa amilase recombinante 

(AMYKOR) precipitada com etanol 50% do Bacillus koreensis. Foi determinado o desvio 

padrão médio por reação enzimática. 

 

 O duplo recíproco da atividade dextrinizante da alfa amilase recombinante 

precipitada com etanol 50%, foi definido com a transformação matemática da equação de 

Michaelis-Menten de ambas os lados, e obtido como resultado, o diagrama do duplo 

recíproco (1/v e 1/[S]) (figura 23), e a afinidade da enzima alfa amilase aparente com o 

substrato foi calculado com o Km de 4,8 mg/mL, além da velocidade máxima de 2,6 mg . 

mL-1. minuto-1, com o uso da equação da reta do duplo recíproco de 𝑌 = 1,8806 ∙ 𝑋 +

0,3901.  
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Figura 23: Duplo Recíproco da atividade enzimática da alfa amilase recombinante 

(AMYKOR) precipitada com etanol 50%. Foi determinado o desvio padrão médio por 

reação enzimática.  

 

5.13 Comparação da quantidade de enzima por mL, após a precipitação com etanol 

50% da alfa amilase recombinante e a alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem e os 

parâmetros cinéticos da reação enzimática 

 O resultado da comparação da unidade de enzima por mililitros após a precipitação 

com etanol 50% da alfa amilase recombinante e a alfa amilase do Bacillus koreensis 

selvagem (tabela 6). Nesse sentido, obtivemos a concentração de 10 vezes da alfa amilase 

recombinante, após a precipitação com etanol 50% e a concentração de 10 vezes da alfa 

amilase do Bacillus koreensis, logo após a precipitação com etanol 50%. Portanto, foi 

observado nos resultados a mínima diferença entre as enzimas alfa amilase estudadas, em 

relação a pH, temperatura, a cinética enzimática (Km aparente e Velocidade máxima 

aparente) das condições reacionais das enzimas (tabela 6). 
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Tabela 6: Parâmetros da atividade enzimática da alfa amilíase recombinante e a alfa amilase 

do Bacillus koreensis selvagem, precipitadas com etanol 50. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Alfa amilase recombinante Alfa amilase do B. Koreensis 

selvagem 

Parâmetros Precipita 50% (etanol) Precipitada 50% (etanol) 

Unidade de enzima 106 Unidades de enzima/50mL 120 Unidades de enzima/50 mL 

pH 5, 6, 7 e 8 5, 6, 7 e 8 

Temperatura (°C) 60 °C e 70 °C 60 °C, 70 °C e 80 °C 

Km 4,8 mg/mL 4,0 mg/mL 

Velocidade máxima 2,6 mg-1 . mL-1 . minuto-1 2,3  mg-1 . mL-1 . minuto-1 
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6. DISCUSSÃO 

6.1 Prospecção de bactérias com potencial dextrinizante (alfa amilase) dos ecossistemas 

aquáticos dos rios Negro, Solimões e Mamori  

 Os ecossistemas aquáticos que compõem a bacia hidrológica amazônica possuem 

características físico químicas distintas, tais como as massas de águas clara, branca e preta, 

as variações das concentrações de oxigênio, temperaturas, composição e concentração de 

matérias orgânicas e inorgânicas encontrados em suspensão e/ou dissolvidas nos corpos de 

água (Maslin et al., 2000). Além disso, esses ecossistemas aquáticos abrigam populações de 

procariotos pertencente ao domínio Bacteria e Archea, que compõem a comunidade de 

bacterioplâncton desempenhando uma série de importantes funções ecológicas relacionadas 

com a reciclagem e mineralização de nutrientes como o carbono, o nitrogênio e o fosfato, 

bem como integram em níveis tróficos, sendo litotrófico (molécula inorgânica) e as 

organotróficos (molécula orgânica) (Vermelho et al., 2008).  Ainda, várias enzimas que 

atuam em diversas vias bioquímicas e amplamente distribuídas na natureza, são responsáveis 

pela reciclagem do carbono encontrados nos ecossistemas aquáticos (Esteves, 2011). Dentre 

essas enzimas, as enzimas amilolíticas são capazes de hidrólise das ligações α-1,4-O-

glicosídicas e ligações α-1,6-O-glicosídicas presente na composição estrutural do amido 

(Fukusumi et al., 1988). A prospecção de bactérias com a potencialidade amilolítica no 

presente estudo, após o acesso a comunidade microbiana de ecossistema aquático do rio 

Mamori/AM, por meio de coleta, isolamentos de UFC’s em meio seletivo e os ensaios 

enzimáticos qualitativo, foi verificado uma bioestimulação da comunidade bacteriana 

especializada na reciclagem do carbono orgânicos pelo isolamento de 763 UFC’s obtidas do 

ecossistema aquático do rio Mamori. Essa bioestimulação da comunidade bacteriana 

encontrados no rio Mamori está relacionado com o descarte de resíduo amiláceo 

provenientes da produção de farinha. Assim, os dados do presente trabalho sugerem que 

existe uma viabilidade de produção de alfa amilase de isolados bacterianos dos ecossistemas 

aquáticos da Amazônia.  

 Oliveira et al. (2006) estudaram a atividade enzimática amilolítica dos Rizóbios 

isolados do solo Terra Preta de Índio em meio de cultivo YMA obtido a partir do cálculo do 

índice enzimático, onde demonstraram uma atividade positiva com a presença de halos 

incolores ao redor da colônia, indicando a hidrólise de amido. Já Nadim et al. (2015) relatam 

que a atividade da alfa amilase secretada em meio de cultivo sólido pelos fungos Tuber 

maculatum e Tuber aestivum, foi positivo para a formação de halos incolores ao redor das 

colônias, após a coloração dos meios de cultivo com vapor de iodo sublimado. 
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O fator limitante do screening da atividade amilolítica qualitativa e quantitativa dos 

isolados bacterianos dos ecossistemas aquáticos dos rios Negro, Solimões e Mamori, foi 

observado uma redução da expressão genética da alfa amilase ao longo do tempo que a 

bactéria permaneceu armazenada a – 80 ºC. Entretanto, esse fator limitante não interferiu 

nos resultados do presente trabalho, uma vez que foi possível obter a alfa amilase do Bacillus 

koreensis selvagem em quantidade suficiente para as análises enzimáticas.    

 

6.2 Identificação molecular dos isolados bacterianos dos ecossistemas aquáticos da 

Amazônia e a expressão genética da alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem 

 O acesso à composição da comunidade bacteriana tem sido bastante estudado em 

diversos tipos de ecossistemas, utilizando a abordagem molecular com o uso do marcador 

DNA ribossomal 16S em análises filogenéticas e taxonomia bacteriana. O gene ribossomal 

16S consiste em sequências codificantes de 1500 pb e são encontradas em quase todas as 

bactérias, muitas vezes, como uma família multigênica ou operons (Janda & Abbott 2007).  

Neves et al., 2018 (processo de publicação) estudaram a comunidade de 

microorganismos do rio Negro por abordagem molecular (rRNA 16S) e registraram a 

predominância dos filos de Protobacterias, Actinobacteria, Bacterioidetes e Acidobacterias, 

bem como outros filos de baixa ocorrência no rio Negro. Peixoto et al. (2011) analisando os 

rios Negro e Solimões observaram uma maior diversidade e riqueza de espécies bacterianas, 

principalmente no rio Solimões.   

Os isolados bacterianos com o potencial amilolítico representantes dos ecossistemas 

aquáticos dos rios Negro, Solimões e o Mamori no presente estudo, foram identificados 

molecularmente com o uso do marcador rRNA 16S, corroborando a presença das espécies 

Bacillus koreensis (rio Mamori), Bacillus nealsonii (rio Solimões) e o Paenibacillus 

barcinonensis (rio Negro). Ainda, análises de caracterização morfológica com auxílio de 

corantes e microscopia de luz, confirmou a identificação molecular dos isolados dos 

ecossistemas aquáticos da Amazônia. 

No que diz respeito a expressão e caracterização enzimática, vários autores relatam 

a presença de enzimas aminolíticas em diversos microrganismos isolados de diferentes 

ambientes (Polizeli & Silva, 2016). Porém, ainda são incipientes estudos da expressão 

genética da alfa amilase da espécie Bacillus koreensis selvagem isolados de ambientes 

aquáticos da Amazônia, sendo fundamentais para o entendimento da atividade enzimática. 

No presente trabalho, foi realizada a expressão genética da alfa amilase da espécie Bacillus 

koreensis selvagem em meio líquido, sendo fundamental para o estudo da caracterização dos 
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parâmetros de hidrólise do amido (fécula de mandioca). Um fator limitante da caracterização 

da atividade enzimática foi a presença de um inibidor que interferiu parcialmente na 

atividade enzimática da alfa amilase de Bacillus koreensis, impossibilitando a análise da 

cinética da reação enzimática da alfa amilase, dos parâmetros de Km e da velocidade 

máxima. Visto que, o uso da precipitação com etanol 50 %, foi relevante nas análises dos 

parâmetros bioquímicos da atividade enzimática.  

  Sexana, et al., (2006), isoralam 300 bacterias do solo com a finalidade de estudar a 

expressão genéticas da alfa amilase, variando a fonte de nitrogênio e encontrou 57 unidades 

de alfa amilase por mililitros utilizando a extrato de carne e peptona.  

Rothstein et al. (1986) analisaram a expressão da alfa amilase termoestável em meio 

de cultivo líquido de Bacillus licheniformis isolados do ambiente, sendo caracterizada a 

atividade enzimática nas condições de 60 ºC, tampão fosfato de sódio 50mM e pH 7. Bukhari 

& Rehman (2015) caracterizaram e purificaram da alfa amilase de Bacillus subtilis isolados 

de solo, demonstrando que o pH da atividade enzimática foi igual a 7.0 e a temperatura ideal 

para a atividade da enzima foi 37 ºC. No presente estudo, observamos que a enzima alfa 

amilase selvagem de Bacillus koreensis, atua moderadamente em temperatura que varia 

entre 30 a 90 °C na hidrólise do amido.  

Portanto, os microrganismos encontrados nos ecossistemas aquáticos da Amazônia, 

foram descritos por Lim et al. (2006) como uma nova espécie de Bacillus koreensis, isolaram 

do solo rizosferico da Corea e classificado como nova espécies. Venkateswaran, et al., 

(2003), isolaram da fábrica de equipamentos espaciais o Paenibacillus barcinonensis, 

classificado como nova espécie. Sánchez et al., (2005) isolaram do rio Ebro o Bacillus 

nealsonii, classificado como nova espécie.  

 

6.3 Construção do sistema de expressão genética (pDMU01-AMYKOR) e a expressão 

do gene da alfa amilase recombinante 

A construção de sistema de expressão genética em organismos procariotos tem sido 

objeto de estudo importante na busca da otimização dos problemas relacionados aos 

processos de obtenção de proteínas (referencia). Entre os diversos sistemas de expressão 

heteróloga disponíveis, a bactéria Escherichia coli continua sendo um dos mais atraentes 

devido ao seu rápido crescimento em meio de cultura, sua genética já bem descrita e a 

disponibilidade de inúmeros vetores bacterianos e cepas mutantes (Baneyx, 1999). 

O sistema de expressão pDMU01-AMYKOR foi construído no presente trabalho, 

utilizando um vetor de expressão geneticamente do gene Amy (alfa amilase). A modificação 
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genética foi realizada na região operadora que constitui o operon lac, gerando uma resposta 

de transcrição do gene Amy não regulada, consequentemente, a ocorrência de uma super 

expressão genética do gene Amy com a presença ou ausência de glicose e IPTG. Essa super 

expressão genética do gene Amy está relacionado ao código genético de muticópias, 

potencializando a super expressão do gene Amy, causando a obstrução dos canais 

periplasmatico das células bacterianas transformadas geneticamente pela pDMU01-

AMYKOR, em decorrência da alta concentração da alfa amilase recombinante. Por outro 

lado, quanto a quantidade de enzimas obtidas pela expressão heteróloga do gene Amy da 

alfa amilase recombinante foi relativamente baixa a concentração da enzima, levando em 

consideração a estimativa da concentração da enzima pela sua atividade, tornando-se 

necessário a precipitação da enzima com etanol 50%, bem como a remoção do inibidor da 

atividade enzimática. Assim, os dados obtidos no presente trabalho viabilizaram a expressão 

e caracterização da alfa amilase recombinante com a indução de IPTG 1mM. 

Jube et al., (1998) construíram um sistema de expressão genética utilizando o vetor 

de expressão pAN52α1B e por PCR amplificaram o gene Amy da alfa amilase, e após a 

expressão genéticas em Aspergillus niger e purificação por cromatografia de afinidade 

caracterizaram bioquimicamente a alfa amilase. Já Liu et al., (2012), construíram um sistema 

de expressão genética pGAP9K-α-Amy, expressaram a alfa amilase em P. pastoris e 

caracterizaram bioquimicamente a alfa amilase. 

 Southgate et al., (1993), construíram três sistemas de expressão genéticas tais como 

vetores pVS3, pVS6 e pSP2 com o gene Amy (alfa amilase), transformando em Bacillus 

amyloliquefacies e determinaram a unidade de enzimas pela atividade enzimática da alfa 

amilase intracelular e extracelular.  

 Lin et al., (1997), analisaram e digeriram o DNA total da Bacillus sp. com a enzima 

de restrição construindo uma biblioteca. Esses autores obtiveram fragmentos de DNA que 

foram ligados nos vetores pPUC118, pTS917 e pTS404, selecionaram as colônias através da 

presença de halos claros ao redor da colônia, testaram as frações do sobrenadante, frações 

do periplasma, e frações do citoplasma celular, obtiveram a melhor condição na fração do 

periplasma com variação de 46 a 62% de atividade enzimática. 

Puspasari et al., (2012), amplificaram o gene baqA da alfa amilase e caracterizaram 

a enzima degradadora de amido do Bacillus aquimaris MKSC 6.2 através de estudo in silico 

e sua expressão em Escherichia coli, sugerindo a presença de uma nova α-amilase baqA 

degradante de amido, pertencente da nova subfamília GH13, uma vez que as enzimas 

amilolítica são capazes de digerir o amido cru diretamente. 
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Russell et al., (1993), construíram vetor de clonagem pCR1e vetor de expressão 

pCXJ-PGK para a transformação de Kluyveromyces lactis. Emori et al., (1990), construíram 

4 genes da alfa amilase, modificando os aminoácidos em locais específicos do gene Amy, e 

obtiveram do vetor pNAT-PLK e pAM26 aproximadamente 299 unidades de alfa amilase 

por mililitros, sendo que o vetor pHY300PLK de baixo número de copias (50 copias de 

plasmídeos), expressou aproximadamente 10 Unidade de enzima por mililitros e porta a 

modificação quimera 3 do gene Amy. 

Prasad et al., (2014), amplificou o gene Amy, caracterizou a alfa amilase do isolado 

de Bacillus sp. Jorgensen et al., (1997), amplificaram o gene da alfa amilase e cloraram no 

vetor pSJ1678 e caracterizaram bioquimicamente a alfa amilase recombinante. 

 

6.4 Estudo comparativo da atividade da alfa amilase recombinante com a alfa amilase 

do Bacillus koreensis selvagem 

 No presente estudo, a caracterização bioquímica da alfa amilase recombinante e do 

Bacillus koreensis selvagem isolado do rio Mamori/AM com a indução da expressão 

genética do B. koreensis selvagem e a expressão genética pDMU01-AMYKOR, por meio 

do uso do indutor IPTG, revelaram que as condições utilizadas foram concordantes com as 

análises das atividades enzimáticas. A caracterização da alfa amilase de outros 

microrganismos obtidos por expressão heteróloga e análises enzimáticas do extrato bruto, 

demonstraram que a enzima obtida é a alfa amilase com as mesmas características 

bioquímicas apresentadas no presente estudo.  

  Biazus et al., (2010) estudaram a purificação da alfa amilase de malte de milho pelo 

processo cromatográfico de absorção em leito expandido e fracionamento por etanol em 

diferentes concentrações, observando que o fator de purificação foi acima de 100 vezes a 

concentração da enzima. Lacks & Springhrom (1980), analisaram várias enzimas incluindo 

amilases, desidrogenases e proteases, revelando serem renaturáveis após eletroforese em gel 

de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS). Esses autores observaram 

que algumas enzimas pareciam recuperar a atividade enzimática mesmo após a ruptura de 

suas pontes dissulfeto, mas outras como proteases não poderiam devido serem compostas de 

subunidades idênticas que eram pouco renaturáveis.  

 Os valores encontrados na caracterização bioquímica da alfa amilase recombinante e 

a selvagem, evidenciam que as características das atividades enzimáticas, apontam para a 

paridade das condições de pH 6, temperatura 60 °C, além das condições da cinética das 

reações enzimáticas da alfa amilase recombinante com Km aparente de 4,8 mg/mL e 
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velocidade máxima de 2,6 3 mg-1 . mL-1 . minuto-1, bem como, as características da cinética 

das reações enzimáticas da alfa amilase selvagem com Km de 4,0 mg/mL e velocidade 

máxima de 2,3 mg-1 . mL-1 . minuto-1. De tal forma que, os resultados encontrados na 

literatura corroboram com os resultados obtidos no presente trabalho, de acordo com, 

Heitamnn, et al., (1997), estudaram a cinética da atividade enzimática da alfa amilase três 

diferentes condições de amido de batata (insolúvel, solúvel e Zulkowshi) e determinaram os 

paramentos de Michaelis-Menten de 1,4; 1,9 e 6 g/L. Marco, et al., (1996) expressaram o 

gene da alfa amilase no vetor de expressão genética e caracterizaram a cinética da alfa 

amilase e descreveram o Km de 3,845 mg/mL em pH 6.0 e temperatura de 50 ◦C. De fato, 

fica evidenciado que a enzimas estudas no presente trabalho, são alfas amilases, visto que, a 

paridade nos resultados da atividade enzimática das enzimas alfa amilase recombinante e a 

alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem.  
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7. CONCLUSÃO 

 O isolamento das bactérias dos ecossistemas aquáticos dos rios Negro, Solimões e 

Mamori, foi fundamental para a criação de uma coleção de isolados bacterianos com 

capacidade de hidrolisar o amido.  

Desta totalidade de bactérias da coleção, foi possível identificar o Bacillus koreensis 

como bom produtor de alfa amilase, além da caracterização bioquímica da enzima. 

O gene da alfa amilase selvagem do Bacillus koreensis foi utilizado como molde para 

desenhar o gene, que foi construído por síntese química e clonado e expresso em E. coli. 

Parâmetros físico-químicos e cinéticos das enzimas nativa e recombinante foram 

determinados, e subsequentemente, comparados e observou-se a convergência dos 

resultados. 

Verificou-se que tanto a alfa amilase natural como a recombinante apresentam 

temperaturas ótimas, pHs ótimos e parâmetros cinéticos similares. Esses parâmetros indicam 

que a enzima tem potencial para uso industrial.  
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APÊNDICE 

Apêndice A  

 

 

Identificação Sequência do gene rRNA 16S 

>1_A01_ISO_147 

 

 

GTTCTCAAGGAACGGAAAGTCTGAGGTAGCACGCCGCGTGGATGATGTAG 

GTTTTCGGATCGTAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATGAGAGTAA 

CTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG 

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG 

GCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG 

CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGG 

AAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAAC 

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAA 

AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGGTAGTCCCAAA 

 

>9_A02_ISO_147   

TTCCGACTTTTTCGCGCTCAGCGTCAGTTACGACCAGAAAGCCGCCTTCG 

CCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAAT 

TCCGCTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCA 

CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGCGCG 

CTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCG 

GCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGT 

ACGAGCAGTTACTCTCATACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGA 

TCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTTCGTC 

ATTGCGGAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCCGTAGGAGTAGGTCCTTCAA 

GGGAAAAAGTCAACGAACAACCCCCGGGGGGAAAAAAGGTTTTGATACTA 

AACTTTGTTGTTGGGGGAAAAAAAATATAAAAAAAATTGGTCCATCCTTT 

GGGGTCCCTAACCAAAACCCCCGGAAATTACGCGCCCCCCCCCCCGGAAA 

ACCTTAGGGGGGAGAGGGTTCCCAAAAAATTTGGGGGGAAAAAAACG 

 

>10_B02_ISO_148  

 

 

TTTCGCCCTTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTCAGAACCGAAAAGCCGCCTT 

CGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTCTTTTTATGTCACCGCTACACGTG 

GAATTCCGCTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCC 

TCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCG 

CGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTAC 

CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTTCTGGTTAGGTACCGTC 

AAGGTACGAGCAGTTACTCCTCATCTTGTTCTTCCCTAACAACGAAGTTT 

TCCAACCCGAAAACTTCCTTCCCTCACCCGGCGTTGTCTCCTTCAAACTT 

TNGATCCATTTGGGGAAAATCCCCACCCGACTGCTTCAACATACGAGGGG 

GAAAAACCCNCATACATATACCCATCAATTCCGCATAAGATTCGACATAC 

GCCAATTTTTTTCTAGTCTCTTTATCTTTCTACCCTCAAACATACACATA 

TGTTTCACTGTAACCTGCACTCACAATGTTAGCCGCGACGCCAGAGTCAA 

TTCTCTACTATCTTTCGAATCACACATGGCATCCAAAATTCAAGGGGGAT 

CC 

 

>2_B01_ISO_148  

 

 

TTTTCATAGGGCCAAAACTCTGACGGAACAACGCCGCGTGAGTGATGAAG 

GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTAACTTTGGAAGAGGGAGAATGAGAGTA 

ACTGCTCGNACCTTGCCTGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT 

GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGATTCGGCCCTAAT 

GGTCGTAAGCTAGCATTGGAAGAGTCATAACCCTGAGGTTAAAGTCCACG 

GGTCATCCCTATTAAGTCGTATAGGTAAATTGGTTTTATCCATCTGAGGT 

ATATTAATTATAATTTACTAATTATTCCTTTAAAATCATTAGATATTATG 

ACGAACTGACTACTTGCAGAAAGTCAAAATCGGTCCTACTCCACCTCAGA 

CCCTGCAATACTTTGGTTTGTAATTTTCTCCTGTTATCATCATTTATATT 

ATGGTTTAAATAGTCTTAGACACACTATGACACTGTAGCGCAGCTAATAT 

CAGCTAGCAGTCTTCATCCTCTCACACTACATTCCTCCTATATCCTTACT 

GCTCTCTCCTTCCTTTTGCGTGGTCGCAATATGCTTCCTTCCTTACTTCT 

ATTTTTCACATATAGTACCCCCGGAAATCA  

Apêndice A: Sequência do gene rRNA 16S dos isolados bacterianos dos ecossistemas 

aquáticos dos rios Negro, Solimões e Mamori.  
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>3_C01_ISO_175  

 

 

CTTTGAAGTACTTCTTCAGAAGGCGTCCGTCGACCCATCCGAGAGGGCAG 

CGGCGCGCTTCCCACACGGTGGCTGAACTAAAGGATGGGTCGGGGGAGTT 

CCGAGAAAAAAGGCAAAAGTCTGAAGGGAACAAACGCCGCCGTTTAGATG 

AATGAAGAGTTATCCGGGATCGGAAAACCNTCAGACTCCCCCTTTTTAGA 

GAGGGGGGGANTCAACATCTTCAATANTNATGACATGCAAAACGAACTCA 

CTTAAACAGAAGCCAAAACAACACACACATCGCACGCNCCACCCACTATA 

GATCCACGAAATGGTACGACCCAGCACTCAGCACATATAATCCCCAATAC 

TAACCCAGATCATCAATACACCACAAACCACACGTATCAAAATTACAANC 

TACCCTTCACAATCCACCCACTACAAAACTAACTTTTCAAACCCACTATA 

TCTCCCACACTCTAATNGTAGTGCATTTGGCTCAAGCATACGGATGTGCT 

TAACTGAGTATTACTGAACATTACATAACAAACATCTCACCTCATACCCC 

CCACCGCCAGACACACACACCCCAACGACCCAACACAAATAGAGGAGTGA 

GGCCTCTTGGGCATCATCCCGCCACGCCACAACGACCACTGTCCACAGCA 

TCCGCGAAGATCCATAGGAGCGCCGCAGCACAGTTAAACCGNCTAGCAGC 

CATCAGGAAGCATTGTCACAGCAGACAAACATGCAGACCAGCCAGCACCA 

AGCAGCTACGACAAGCTATTCTATGAAGCGCACTTACCAGACCAGCCCAA 

TGTACACTCTCCACGAATAGCTACCAATGCGACTACCTATCAGTAATTGA 

GATCTTTTGTGATAGCAGATAAGTGCGCACGACACCCAAAACAGCGCGCG 

AAACCACTGCTGAACAGACATCGGCGAGAAACACAAACGACCCAACGTAT 

ACATAAACAAGAACATCCTACACAAACTACAGAACATCTCACAACTAAAA 

CTGCTATATAGACTATTAGAA 

 

 

>11_C02_ISO_175  

 

 

GATTATTACAAAATATTTTTCTCACATTATGGTGGCTGGGGCGCCCCCGG 

GGGTCGNNTATGGGAGGAGGGGATTGATCCCGTCCCTTCCGCTCACGTCG 

TTTACGACCATAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTATT 

TATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTT 

CCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAG 

ACTTAAGGAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACG 

CTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCT 

TTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACGAGCAGTTACTCTCATACTTGTTCT 

TCCCCTAACACCCGACGTTTACCCATCCGAAAACCTTCATTAATTAAGCG 

GGGGTGGCTCCGTTCGAATTTTCCGCCATTGGGGGAAGAATCTCCTTATT 

GCTGCCTCTCCGGAATGGGGGGTACCCCCGTACCACCCCCCCCCTCTTCC 

TACAATCATTAACCTACGATNTTCTATTTCGGGTTCTCTCTTTACCGAGT 

CTCAATCTGGCTCCTCATCTACCCAGCCGGCCCACGCTCCCCCCACCTCT 

CCTCCCCTCCGTTCTCTCTCTAATCTCCCCCTAAATTTCTCTAATACANA 

ATCGTTACAAATAACACTTTTAATACATCATTTTTCTAAAAA 

 

>5_E01_ISO_178  

 

ATTTCGATGGGAAAAAATTCTGAAGGTAGCACGCCCGCGTGTAGTGATGA 

AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATGAGAG 

TAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTAT 

TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA 

CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAG 

AGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG 

AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAAGCGC 

CAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAATAAATCCCTGGGAAGCCCCATTTTTC 

NTTTTTTTTCTTCGTTGTGTTGCCTTCCTCNCTTTTTCTTCTTTCTCNTT 

TTTCTTTCTCTGCGTTTTCTTTTCTTTCTTCTGCTCCCTCCTTCTCTCCC 

CCCCTCCTCCCCCTCGGCTTTTTTCCCTGGTCTTCTCCCTGTTTCTTTCT 

CTCCTTTTGTTTTTTTTTCTTCTTGTTTTGTCTTCG 

 

>13_E02_ISO_178  

 

 

TCCCCCGCCTTTTGCGGCCTCGCGTTCAGTTAAGACCAGAAAGCCGCCTT 

CGCCACTGGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGG 

AATTCCGCTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCT 

CCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGC 

GCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACC 

GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAA 

GGTACGAGCAGTTACTCTCATACTTGTTCTTCCCCTAACAACAGAGTTTT 

ACGATCCGAAAAACTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTC 

CGTCCATTGCGGAGAATTTCCTACTGCTGCCTCCCGGTAGGAATGGAAAC 

CATCCAAGACAAAGCGTACAGACATNAATATAGTAGTAGGGTCGACTGCG 
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AGTCCAAACCTCCCCGCCCCGGCAACCACACCGCAATCATCGGTCCTCCC 

AGGCACCACCCCCCCGAAGCACCCCAATCTCTCTCTCACCTCGTATCTTA 

TAGGTGTAATTGCCGGCTTCATCTCCGGCCCATCGACCCGACGC 

 

>6_F01_ISO_100  

ACCTCACGCACAACGACCGATAGAAGGGACCTAGGGACCCAAAACGGGGG 

CGACAAGCAGGGGAGGGAACGGGAATAGGGGAAGCCGACGGACAGCCGCG 

TGAGTGATGAGGTTTTCGGACCTTAAAGCACCGTCCCCCTTAGAGGGGAA 

AGCACACGCCCCAGAACAACAAACCCGAACCCCAAACATTCCATCAAGAC 

CCACCCCCCCCCACCCTGGAGGAACCCCCCAAATGTGCCCCAAACCAGAA 

ACCAGATCAAAGCAAAAACAACACCGCACCCGAACGACCCAGGAGACATT 

CCACCAAAGCNCCCCGACCCCAACACACCCACCCCAACCACACCCAACAC 

ACTTCCAGACACGCACCCCCCCCCCCCGCCTTCCCGGGCGCCCCGAACCC 

CCCACCAGCACCCCACAACCACGCCCGCCGCACTCCACCCACACGGCGAA 

CGAACAACCCCTCTCGCCGACACCGCCTCCCCCCCCTCCGCTCCGGTACG 

AACACGAGAACCCCCGCCGGGCCCAAAAGAAACAACACCCCAGACCAGCA 

ACCGGCCGTCTNCTGCCTACAAAATATAATAAGTAAGAAGAAGCTAGAGA 

CGACGCGCGCGCCCACCGCGACGCAACGCATGAACAGACCGCGCGCCCCA 

GCACGCCCCCCCACGGCCGAACATTAACAAACCCGATCCACACCCCTCTC 

ACTACTCCGCACACATCCACGCTCCCACCACCACACCGCCAACGACCCAC 

CACCCCGC 

 

>14_F02_ISO_100  

 

AGTGCCGCGTCAGCGCGGTATGACATATGCGGGAGTGAATGGATAACCNC 

ATCTGGGGCCGGCTTATGTTGGGTTGGGGGNTNANTGCGCTTCGCATTGC 

GCCCTACGCCAGCTTACAGCCCAGAAAGTCGGCCTTCGCCACTAGGTGTA 

ACCTCCACATCCTCTTTGGCATGGTCACCGCATACCACGTGGCAATTCCA 

CTTATCCTCTTTCTGCACTCAAGACAAGCAGTATTCCAGATGCGATCCGG 

AAGTAGAGGACCTGGAAATAAAACATCCTATAGATTCAAGAACCCCCACA 

ATGAGTGGATATAAGGTCCAAGGCAAGCAAGCAGCTCGCTACGGCGCACT 

ACGGACACTGNCACTCAGCCGGGGGGCTCGCTNTCCCAGCCCCTCTATTA 

TATTTTATTGTTTTTTGAGTAATTCTCTTCACCACTTTCTACTATAAATA 

TCACACACACAAACTNTCTACTGCCCCTTTTTCTACAATATGACATAGAA 

CAGGTGTCATTCAATATAACCTCGATAGCAATCACCGCTTTCGCTCCCAC 

GACTCTGTCTGCCGCCTTACTCCGGCTCTCAATGCGCGTTCCCCGCGGCA 

CGGCGCATCCCTCAGGAGCACTCTATCAGCGCCCACTNGCGTACAACCCA 

CCACTCTCTTCACTGGATGTACGTATCGTCCTGAGAATATGGACTAACCA 

TCGCGCATCACAAATATAGAAAGGAGCACACGTTATCTCGCATCAGAAGC 

CACATCAAAATAAAAGAGTTTTTATCCCAACACTACACCAGCCAACCAGA 

ACCTATAANACCACCTAGCGGTAGGACGAAATGAAATCTCCCACGAATG 

 

 

>63_G08 - 100 

 

AACAATATCGAAGGGGGGGCAGGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG 

CGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTCCCCTTGGGGCTCAACCCC 

GGATCGCACTGGAAACTGCGTGACTTCAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT 

TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG 

AAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA 

GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCT 

AGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCA 

TTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGG 

GGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG 

AACCTTACCAGGTCTTGACATCCAACTAACGAGGCAGAGATGCGTCAGGT 

GCCCTTCGGGGAAAGTTGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT 

GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATATTTA 

GTTGCCAGCACTTCGGATGGGCACTCTAAATAGACTGCCGGTGACAAACC 

GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC 

TACACACGTACTACAATGGCCGGGACAACGGGCAGTGAAACCGCGAGGTG 

GAACCCATCCTAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCGGGCTGCCACTCG 

CCCTGGCTGAAGTCCGGAATTGGTAGTAATCCGCGAATCCAGCATGGCCG 

GCGGTGAAATACTTTCCCCGGGCTCTTTGGACCCCCCCCGCCCCGCCCCC 

CCCCCCGAAAAGATTTTAAAAAACACCCCCGAAAAAGTTGGGGGGGGGGG 

GGTTAACCCCCCCCCAAGGGGAGACCCCCCGACCCCCCCCCCCGCCCGAA 

AAAAG 

 

>64_H08 - 100 CCACCACACACTCATCTATCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTTGCGGTTA 

CCCCACCGACTTCGGGTGTTATAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG 

TACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA 

GCAATTCCGACTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGA 
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CCGGCTTTTTAGGATTGGTTCCACCTCGCGGCTTCACTGCCCGTTGTACC 

GGCCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG 

ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTATTTAGAGTG 

CCCACCCGAAGTGCTGGCAACTAAATATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA 

CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTG 

TCTCAACTTTCCCCGAAGGGCACCTGACGCATCTCTGCCTCGTTAGTTGG 

ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATA 

CTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGC 

GACCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGTGTTAACTTCGGCACCAAGG 

GTATCGAAACCCCTAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC 

AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGT 

TACAGCCCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACG 

CATTTCACCGCCTCACGTGGAATTCCCCCTCTCCTTCTTCTGCACTCCAG 

TTCCCGCAGTTTTCCAGGGGCGAATCCCGGGGTTTGGAAGCCCCCGGGGA 

ATTAAAAACACCCAAAAAACTTAACCTGGGAACCCGCCCCGGGCCGCGCG 

GCGCCCTTTTTTTACCCCCCCCCCCAAAAAAAAAAAT 

 

 

 

 

Apêndice B 

 

Identificação Sequencia  

>1_Bacillus 

koreensis strain 

DSM 16467, 

GenBank: 

LILC01000037.  

1 atggaacgta atcacacgat gatacagttc tttgaatggc atattgaagc agatggagag 

61 cactggaacc acctaaaaga gtgggcacct gaattaaaga agcgaggaat tgattcggtg 

121 tggattcccc ccatcacaaa ggcagaatct ccgcaagata ctggatatgc tgtctacgat 

181 ttatacgatt tgggtgaatt tgatcaaaaa ggagaacgac gaaccaaata cggaacaaaa 

241 gaagagctag aggaagccat taaagcctgt catgatcatg gaattaacgt gtatgtggat 

301 gtagtaatga atcataaggc cgctgccgat gaaaccgaaa catttcaagt cattgaagta 

361 gatcctaacg accgagaaac ggaaatttcc gaaccgtttg atatagaggg ctggacgaaa 

421 tttaccttcc cgaaccgaga acagaagtat tcttctttca cttggaattt taatcacttt 

481aacggaacag actttgatca gaagacagga aaaaaaggcg tgtttcgcat tttaggggaa 

541 aacaaatcat ggaataaccg tgtggatgac gaatttggaa actatgatta tttgatgttt 

601 gcgaacatcg attactcaca cccagaagtc aaagaagaaa tgattaaatg gggaaaatgg 

661ctacaggaaacgcttgggtg cgacggatac agattagatg cgatcaaaca tatcgatcac 

721 cgctttgtgg aatcatttgt gaaggaagta acagacacag ctaaccgccc tttttatata 

781 ttcggtgaat tttggaacaa cgatttgcag gcttgtgagg aattcttaaa taacgtcgat 

841 tatcagctcg atttatttga tgtgatgctc cactacaatc ttcatgaggc ctctaaaatg 

901 ggacgagatt ttgatttaac gactatattc aatgatacac tcgtccaaac gaatcctctc 

961 caagccgtta cgtttgtgga taaccatgat tcacagccaa atgaatccct agaatcgtgg 

1021 atagacgact ggtttaagca aagcgcgtat gccctcattt tacttcgtgc tgacggctat 

1081 ccttgcctat tttacggaga ttacttaggc attaacgggg acgagccgat agaaggaaag 

1141aaagaagccatcgatcctct gctttatgct cgctacgaga aagcatacgg cgagcagcat 

1201gattactttg atcatccaaa cacaatcggc tgggttcgcc gaggaatcga tgagatatca 

1261ggctcagggtgtgcagtcat tctatcgaat ggtgaaaacg gtgagaaaag aatgttggtt 

1321ggggaaaat gtgcagggga agaatggaag gatcttaccg gtaatcgaga ggatacgatt 

1381acaattgaagaagacggctt cgctacgttt ccagtaaacg gtggaagtgt ttccgtttgg 

1441 gctctcccta cagaagaata a 

>2_Bacillus 

koreensis strain 

  1 atggaacgta atcacacgat gatacagttc tttgaatggc atattgaagc agatggagag 

61 cactggaacc acctaaaaga gtgggcacct gaattaaaga agcgaggaat tgattcggtg 

121 tggattcccc ccatcacaaa ggcagaatct ccgcaagata ctggatatgc tgtctacgat 

 181 ttatacgatt tgggtgaatt tgatcaaaaa ggagaacgac gaaccaaata cggaacaaaa 

 241gaagagctag aggaagccat taaagcctgt catgatcatg gaattaacgt gtatgtggat 

 301 gtagtaatga atcataaggc cgctgccgat gaaaccgaaa catttcaagt cattgaagta 
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DSM 16467 - alpha-

amylase 

"WP_053403806.1"      

 

 361gatcctaacgaccgagaaac ggaaatttcc gaaccgtttg atatagaggg ctggacgaaa 

 421 tttaccttcc cgaaccgaga acagaagtat tcttctttca cttggaattt taatcacttt 

 481aacggaacagactttgatcagaagacagga aaaaaaggcg tgtttcgcat tttaggggaa 

 541 aacaaatcat ggaataaccg tgtggatgac gaatttggaa actatgatta tttgatgttt 

 601gcgaacatcg attactcaca cccagaagtc aaagaagaaa tgattaaatg gggaaaatgg 

 661ctacaggaaacgcttgggtgcgacggatac agattagatg cgatcaaaca tatcgatcac 

 721cgctttgtgg aatcatttgt gaaggaagta acagacacag ctaaccgccc tttttatata 

 781 ttcggtgaat tttggaacaa cgatttgcag gcttgtgagg aattcttaaa taacgtcgat 

 841 tatcagctcg atttatttga tgtgatgctc cactacaatc ttcatgaggc ctctaaaatg 

 901 ggacgagatt ttgatttaac gactatattc aatgatacac tcgtccaaac gaatcctctc 

 961 caagccgtta cgtttgtgga taaccatgat tcacagccaa atgaatccct agaatcgtgg 

1021 atagacgact ggtttaagca aagcgcgtat gccctcattt tacttcgtgc tgacggctat   

1081 ccttgcctat tttacggaga ttacttaggc attaacgggg acgagccgat agaaggaaag 

1141aaagaagccatcgatcctct gctttatgct cgctacgaga aagcatacgg cgagcagcat 

1201gattactttg atcatccaaa cacaatcggc tgggttcgcc gaggaatcga tgagatatca 

1261ggctcagggtgtgcagtcattctatcgaat ggtgaaaacg gtgagaaaag aatgttggtt 

1321ggggaaaatcgtgcaggggaagaatggaaggatcttaccg taatcgaga ggatacgatt 

1381acaattgaagaagacggctt cgctacgttt ccagtaaacg gtggaagtgt ttccgtttgg 

1441 gctctcccta cagaagaata a 

 

>3_ Bacillus 

koreensis strain 

DSM 16467 - 

5WP_053400074.1 - 

NZ_LILC01000002 

-  

1 atgagtattc ctgccaaggc aaacgctgcc actgatcgaa aatggcagga cgaaatgatg 

 61 tattttatta tggtcgatcg ctttaataac ggagatgtaa aaaatgatgg tgatgcaaat 

121ccggatgacc caaaggctta tcatggcggc gatatccaag gaatcataga gaagcttgat 

181 tatattaaag atatggggtt tacatcgatt tggctgacgc ctattttcta taatgaacag 

 241 aagggataccacggctactg gatccaagat ttttataagg tggacgagca ctttggtacg 

301 atacaagactttaaaaagtt agttaaggaa gctcataagc gcgatatgaa ggttatttta 

361 gattttgtag ctaatcatac cggttatcag catccatggc taaaagaccc ggcgaagaaa 

421 gattggtttc atgaaaagaa agacattgtg aactggaaca gtcaggatga gattgaaaac 

 481 ggatggctat acggtcttcc ggatttgaat caagaaaatc cagacgtaaa gaagtatttg 

 541 atcgatgcgg gcaaatggtg gattaaagaa acggatattg atggttatcg tttggatacg 

  601 gttcgtcacg taccgaaaga attttggact gaattctcag aggaaatgaa gaaaacaaaa 

  661 aaagattttt tcttattagg agaagtttgg aacagcgatc ctcgttatct ggcagaatat 

  721 caaaaaatag gaattgatgc gatggttgat tttcctctat acgatcagct tacaaacatc 

  781 ttttcaaacg tagatgaatc acaggaaaac ttaattgcat cgtggaagcg aaacaaagtc 

   841 gcgtatcctc acccgtattt actcggaacg tttcttgata atcatgatac agagcgcttt 

  901acgagacaag cactgcgg cataagcagta tcctgtgacac gtacgaaatt gggattaaca 

     961 tacttatacg gggcacctgg tattccgatt gtctactacg gaactgaaat tacgttagat 

     1021 ggtggaaaag atcctgataa tcgacgatta atgaattttc aatcggacaa ggaattagga 

     1081 gagtatgtgg ggaaactcgc agagcttcgt cgaaagcatc cgtctttaag aagaggaacg 

     1141 tttgattcca tttacgaaga gaatggaatg gctatttaca aacgaacgta taaaaacgaa 

     1201 acgacgcttg tagccattaa caatacatca aaaaatcagg tggttgattt aaaagaagac 

     1261 tttggtcgaa agaaagaact acgaggcctt ttagaatcgg attttgttcg accagatggt 

     1321 gatgtataca aattgtctgt aaatcgggaa acggcaaata tttatgtagt agcagacaaa 

     1381 tcaggattaa atattccgta tatcgctgcg attgtagcaa tatatgttgc gttcattgct 

     1441 ttcttatatt ttgcacgtaa acgtagaaga aaggcataa 

>4_Bacillus 

koreensis strain 

DSM 16467 

scaffold4. 

 

GenBank:LILC0100

0037.1protein_id="

KOO37366.1" 

1 atggaacgta atcacacgat gatacagttc tttgaatggcatattgaagc agatggagag 

       61 cactggaacc acctaaaaga gtgggcacct gaattaaaga agcgaggaat tgattcggtg 

      121 tggattcccc ccatcacaaa ggcagaatct ccgcaagata ctggatatgc tgtctacgat 

      181 ttatacgatt tgggtgaatt tgatcaaaaa ggagaacgac gaaccaaata cggaacaaaa 

      241 gaagagctag aggaagccat taaagcctgt catgatcatg gaattaacgt gtatgtggat 

      301 gtagtaatga atcataaggc cgctgccgat gaaaccgaaa catttcaagt cattgaagta 

      361 gatcctaacg accgagaaac ggaaatttcc gaaccgtttg atatagaggg ctggacgaaa 

      421 tttaccttcc cgaaccgaga acagaagtat tcttctttca cttggaattt taatcacttt 

      481 aacggaacag actttgatca gaagacagga aaaaaaggcg tgtttcgcat tttaggggaa 

      541 aacaaatcat ggaataaccg tgtggatgac gaatttggaa actatgatta tttgatgttt 

      601 gcgaacatcg attactcaca cccagaagtc aaagaagaaa tgattaaatg gggaaaatgg 

      661 ctacaggaaa cgcttgggtg cgacggatac agattagatg cgatcaaaca tatcgatcac 
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      721 cgctttgtgg aatcatttgt gaaggaagta acagacacag ctaaccgccc tttttatata 

      781 ttcggtgaat tttggaacaa cgatttgcag gcttgtgagg aattcttaaa taacgtcgat 

      841 tatcagctcg atttatttga tgtgatgctc cactacaatc ttcatgaggc ctctaaaatg 

      901 ggacgagatt ttgatttaac gactatattc aatgatacac tcgtccaaac gaatcctctc 

      961 caagccgtta cgtttgtgga taaccatgat tcacagccaa atgaatccct agaatcgtgg 

     1021 atagacgact ggtttaagca aagcgcgtat gccctcattt tacttcgtgc tgacggctat 

     1081 ccttgcctat tttacggaga ttacttaggc attaacgggg acgagccgat agaaggaaag 

     1141 aaagaagcca tcgatcctct gctttatgct cgctacgaga aagcatacgg cgagcagcat 

     1201 gattactttg atcatccaaa cacaatcggc tgggttcgcc gaggaatcga tgagatatca 

     1261 ggctcagggt gtgcagtcat tctatcgaat ggtgaaaacg gtgagaaaag aatgttggtt 

     1321 ggggaaaatc gtgcagggga agaatggaag gatcttaccg gtaatcgaga ggatacgatt 

     1381 acaattgaag aagacggctt cgctacgttt ccagtaaacg gtggaagtgt ttccgtttgg 

     1441 gctctcccta cagaagaata a 

 

 

Apêndice C 

 

 

Identificação Sequência do gene da alfa amilase 

>ALPHA-

AMYLASE - 

BACILLUS 

KOREENSIS       

 

      

        1 5’atgaaaaaga agtggaagaa gagaagtcgc tttgcggcca Pepsinalttacgatgtt ttcaacctta 

       61 ttattagtgc catcgcttgc acagccaaaa gaggcaaagg cggctacaac aaatggaacg 

      121 forword A1atgatgcaat attttgaatg gtac B1forword gttcca aatgacggcc agcaatggaa ccgattgcgc 

      181 accgatgctc cgtatttatc aagcgttggc ataacagcgg tttggacgcc gcctgcatac 

      241 aaaggaacaa gtcaagcaga tgttggatac ggaccgtacg atttgtacga tctaggggaa 

      301 tttaatcaaa aaggcaccgt gcgcacaaag tacggaacga aagccgagtt aaaatccgct 

      361 gttaatacgc ttcattcaaa cggtatacag gtttatggag acgtggttat gaaccataaa 

      421 gcgggggcag actacacgga aaacgtaacg gcggttgaag taaatccgag caatcgaaat 

      481 caagaaacgt ctggagaata taacattcaa gcgtggacgg gttttaactt cccgggacga 

      541 ggaacgacgt acagtaattt taaatggcag tggtttcact ttgacgggac ggactgggat 

      601 caatcgagaa gcttgagtcg aatctttaag tttaggggaa ccggaaaggc gtgggattgg 

      661 gaggtatcgt cagaaaacgg aaattacgat tatttgatgt atgcagatat tgattacgat 

      721 caccctgacg ttgtaaacga aatgaaaaaa tggggcgtat ggtacgcaaa tgaagttggt 

      781 ttggatggat accgcctForword C1, Reverse C2aga t gcg gtg aaa cat att aag t tttcattctt aaaagactgg 

      841 gtggataatg cgcgtgcagc cactggaaaa gaaatgttta cggtaggaga gtactggcag 

      901 aatgaccttg gtgcgctcaa caactatcta gcaaaggtta attacaatca gtcgctattt 

      961 gatgcaccgc ttcactacaa tttttatgcg gcatcaacgg gtggcgggta ttatgacatg 

     1021 cgaaatattt taaataatac gcttgttgct tctaatccaa caaaagcggt aacgctcgtt 

     1081 gagaaccatg atacacagcc gggtcaatca ttagaatcaa cggttcagcc ttggtttaag 

     1141 ccgttagcct atgcgtttat tttaacgaga tctggcgggt atccatccgt attctatggc 

     1201 gatatgtacg gaacaaaagg tacgacaaca cgcgaaattc cagcattgaa gtcgaaaatt 

     1261 gaaccgttgc taaaagcgag aaaagactat gcgtatggta cgcaacgtga ttacatcgat 

     1321 aatccagatg tgattggatg gactcgagaa ggagatagta caaaagcaaa atctggactt 

Apêndice C: Sequência do gene Amy do Bacillus koreensis depositada no Gene Bank 

(NCBI) e as posições de anelamento dos iniciadores e o local do peptídeo sinal. 
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     1381 gcaacggtca ttaccgacgg tcctggcgga tcgaagcgaa tgtatgtggg aacatctaat 

     1441 gcgggagaag tctggtatga cctcacagga aatcgaacag ataaaattac gattggatca 

     1501 gatggttatg cgacgtttc Reverse B2c tgtaaacggg ggttctgtttReverse A2ctgtatgggt tcagcagtaa3’ 

 

 

 

 

Apêndice D 

 

 

 

Identificação 

da sequência 

Sequências de DNA do gene Amy  

>175_F   AAATCGAACATCTGNATCCGATCGTAATTTTATCTGTTCGATTTCCTGTG 

AGATCATACCAGATTTCTCCCGCATTAGACGTTCCCACATACATTCGCTT 

CGATCCGCCAGGACCATCGGTAATGACCGTTGCAAGTCCAGATTTTGCTT 

TTGTACTATCCCCTTCTCGTGTCCATCCAATCACATCTGGGTTGTCGATG 

TAATCACGCTGCGTACCGTACGCATAGTCTTTTCTCGCTTTCAGCAATGG 

TTCAATTTTCGACTTCAATGCTGGAATTTCCCGTGTTGTCGTACCTTTTG 

TTCCGTACATATCGCCATAGAATACGGATGGATACCCGCCAGATCTCGTT 

AAAATAAACGCATAGGCTAACGGCTTAAACCAAGGCTGAACCGTTGATTC 

TAGTGATTGGCCCGGCTGTGTATCATGGTTCTCAACGAGCGTTACCGCTT 

TTGTTGGATTAGAAGCAACAAGCGTATTATTTAAAATATTTCGCATGTCA 

TAATACCCGCCACCCGTTGATGCCGCATAAAAATTGTAGTGAAGCGGTGC 

ATCAAATAGCGACTGATTGTAATTAACCTTTGCTAGATAGTTGTTGAGCG 

CACCAAGGTCATTCTGCCAGTACTCTCCTACCGTAAACATTTCTTTTCCA 

GTGGCTGCACGCGCATTATCCACCCAGTCTTTTAAGAATGAAAACTTAAT 

ATGTTTCACCGCATCTAGGCGATATCCATCTAAGCCCACTTCATTGGCAT 

ACCATACCGCCCATTTTTTTATTTCTTTTACAACGTCCAGGATGATCGTA 

ATCCAATATCCTGCATTCCTTTAAATTAATCGATATTTTCCCGTTTTCCG 

GAACAATACCCTTCCCAAAACCCCCCACCCCCCTTTTCCCGGGTTTCCCC 

CTTCAAAACCTTTAAAAAAAATTTACCACAACCATAAAAAAGCCCCTTTC 

CCCTCCCCGAATATTTTTGA 

>175_R AAATCGAACATCTGNATCCGATCGTAATTTTATCTGTTCGATTTCCTGTG 

AGATCATACCAGATTTCTCCCGCATTAGACGTTCCCACATACATTCGCTT 

CGATCCGCCAGGACCATCGGTAATGACCGTTGCAAGTCCAGATTTTGCTT 

TTGTACTATCCCCTTCTCGTGTCCATCCAATCACATCTGGGTTGTCGATG 

TAATCACGCTGCGTACCGTACGCATAGTCTTTTCTCGCTTTCAGCAATGG 

TTCAATTTTCGACTTCAATGCTGGAATTTCCCGTGTTGTCGTACCTTTTG 

TTCCGTACATATCGCCATAGAATACGGATGGATACCCGCCAGATCTCGTT 

AAAATAAACGCATAGGCTAACGGCTTAAACCAAGGCTGAACCGTTGATTC 

TAGTGATTGGCCCGGCTGTGTATCATGGTTCTCAACGAGCGTTACCGCTT 

TTGTTGGATTAGAAGCAACAAGCGTATTATTTAAAATATTTCGCATGTCA 

TAATACCCGCCACCCGTTGATGCCGCATAAAAATTGTAGTGAAGCGGTGC 

ATCAAATAGCGACTGATTGTAATTAACCTTTGCTAGATAGTTGTTGAGCG 

CACCAAGGTCATTCTGCCAGTACTCTCCTACCGTAAACATTTCTTTTCCA 

Apêndice D:  Dados brutos do sequenciamento do gene Amy dos isolados dos 

ecossistemas aquáticos dos rios Negro, Solimões e Mamori. 
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GTGGCTGCACGCGCATTATCCACCCAGTCTTTTAAGAATGAAAACTTAAT 

ATGTTTCACCGCATCTAGGCGATATCCATCTAAGCCCACTTCATTGGCAT 

ACCATACCGCCCATTTTTTTATTTCTTTTACAACGTCCAGGATGATCGTA 

ATCCAATATCCTGCATTCCTTTAAATTAATCGATATTTTCCCGTTTTCCG 

GAACAATACCCTTCCCAAAACCCCCCACCCCCCTTTTCCCGGGTTTCCCC 

CTTCAAAACCTTTAAAAAAAATTTACCACAACCATAAAAAAGCCCCTTTC 

CCCTCCCCGAATATTTTTGA 

>100_F TCGGAGAAATGTGGGGGTGGGGAAAAGTATTTGGAAGGGGAGGTTCGNNT 

TTGTCCGTTNNTCCGGGNGGCNNGCNNGTTTCCGTGGNNTTTTTCCTTGN 

NGGCGGCGTCTTCGGNGNGNTGNNTGNNCTTTCGCTTGGTGCGCGCGCTT 

TGTNTCTTGTCGCGGTCGCGCTTTGTGCTNTCTGCTTGGTGGGCCGGGCG 

CGCGGCGCGCGTCCTTTGGGGGGGCCTCCCCCCGCCTCTCCTGCGCTCGT 

TGGCTCCCGCGCGGCGCCCGCGGCGCCTCCCTGCGGGGCGCCCGCTTGGT 

CGGGGGCCCCCTGCGGTTTGCCTGCGCGCGCTTTTCGCCGCGGGCCTCGC 

GCTCCTCTTGNGCGCCTGCCCCTCCGGCGCTTCCCTGTGGCGGCCTGGCG 

GCCTGTTTCCGCCNCGTGCCGTCCTCTTTCGGGCTGCCGTTCCGTGCCGC 

CTGCTGGCGCCGGCTTTGCTTGTTTTGGTCGTGTNTNTTCCCGTGTGGCC 

CCGTTTGTGTCCGCTGGCTCTTCTTGGTTGGTCCGCTCGGTTCGCCCGGT 

CCTCCTGGCTCCCCTTGTTGGCGGGTGGTTGCCTTGTTCCTTGTCCGCTC 

CGCCGCCCGCTCGTCTGGCTTCTTTCCCGGGTCTCGTTGGTCCGGGGGGT 

TTCGCGCGTGTGCCCTGCGNGGGGTTTTCTCCTCGCCGCCGTTGTGCCTC 

CCCCCGGTGTGTGCCGGGCCCTGGGTTCCGCGTCCGTTCCCCCGTGTGCG 

GCGTCCGGCCCGTTTGTTTCCGGGTTGCCCCTGCTGGGTGGGGCTTTTTG 

GTTTACNNNN 

>148_F GCGTATGCGCACGGNATGCTCCGTATTTATCAAACATTGGGCATAACANG 

CGGTTTGGACGCCGCCTGCATACAAGGGACACCTGTCAAGCGGATGTTGG 

ATACGGCCCTTACGATTTGTATGATCTAGGGGAATTTAATCAAAAAGGAA 

CCGTGCGTACAAAGTACGGAACGAAAGCCGAGTTAAAATCCGCTGTTAAC 

ACGCTTCATTCAAACGGTATACAAGTTTATGGTGATGTAGT 

>148_R GGGTCCAATACATCTGAATCCGATCGTAATTTTATCTGTTCGATTTCCTG 

TGAGATCATACCAGATTTCTCCCGCATTATACGTTCCCACATACATTCGC 

TTCGATCCTCCGGGACCATCGGTAATGACCGTTGCAAGTCCAGATTTTGC 

TTTTGTACTATCTCCTTCTCGTGTCCATCCAATCACATCTGGGTTATCGA 

TGTAATCACGCTGCGTACCGTACGCATAGTCTTTTCTCGCTTTCAGCAAT 

GGTTCAATTTTCGACTTCAATGCTGGAATTTCACGTGTTGTCGTACCTTT 

TGTTCCGTACATATCGCCATAGAATACGGATGGATACCCGCCAGATCTCG 

TTAAAATAAATGCATAGGCTAACGGCTTCAACCAAGGCTGAACCGTTGAT 

TCTAGTGATTGATCCAGGTACGGAAATGATTGCAACAAAAGGCTCGAGCC 

GATCTTGTAATGTAAGCACCACCCGAAAGATTTAGTATATATAGTTGGGA 

TGTANAAAAAAGCAACCCCCACAATATACTGCACGCCAACTTCGGTTACG 

AAGATGATAAAAATAGCCAATCTTGAGATTAAACAGTACGCTCCGCACTC 

TCATAAAGAAAAAAAGGTATACGCCTCTTCGCCTACTTCTCAACGAAAAA 

AATTTTAATTTCTCAATGTCTTGAAAAGATTGGATAGCAAAACCCGCGCT 

TTGAAAGACATGGAAAAATTAAAATAGTTTTCACGAAGGATAAAGGGGAT 

GGTCTAAAATTGTAAAATTTGGGATTTTCTTTTAGGCAAATTCCTTTTAA 

CGCCACAAGGTTTATTTTTACTTTATTCATTTCTCGACAACTTGGGGAAG 

GGGAAGAGGGGGGAGTAAACAAACAAAAAAATTTTTTATGGGATAAAATA 

GCCCGATAAAAAAACAAAAAAGGGCCGGCCGGGAGGGAGATGTGTTGGAC 

CGGGCCAAGATATTT 

>148_F GCGTATGCGCACGGNATGCTCCGTATTTATCAAACATTGGGCATAACANG 
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CGGTTTGGACGCCGCCTGCATACAAGGGACACCTGTCAAGCGGATGTTGG 

ATACGGCCCTTACGATTTGTATGATCTAGGGGAATTTAATCAAAAAGGAA 

CCGTGCGTACAAAGTACGGAACGAAAGCCGAGTTAAAATCCGCTGTTAAC 

ACGCTTCATTCAAACGGTATACAAGTTTATGGTGATGTAGT 

>148_R GGGTCCAATACATCTGAATCCGATCGTAATTTTATCTGTTCGATTTCCTG 

TGAGATCATACCAGATTTCTCCCGCATTATACGTTCCCACATACATTCGC 

TTCGATCCTCCGGGACCATCGGTAATGACCGTTGCAAGTCCAGATTTTGC 

TTTTGTACTATCTCCTTCTCGTGTCCATCCAATCACATCTGGGTTATCGA 

TGTAATCACGCTGCGTACCGTACGCATAGTCTTTTCTCGCTTTCAGCAAT 

GGTTCAATTTTCGACTTCAATGCTGGAATTTCACGTGTTGTCGTACCTTT 

TGTTCCGTACATATCGCCATAGAATACGGATGGATACCCGCCAGATCTCG 

TTAAAATAAATGCATAGGCTAACGGCTTCAACCAAGGCTGAACCGTTGAT 

TCTAGTGATTGATCCAGGTACGGAAATGATTGCAACAAAAGGCTCGAGCC 

GATCTTGTAATGTAAGCACCACCCGAAAGATTTAGTATATATAGTTGGGA 

TGTANAAAAAAGCAACCCCCACAATATACTGCACGCCAACTTCGGTTACG 

AAGATGATAAAAATAGCCAATCTTGAGATTAAACAGTACGCTCCGCACTC 

TCATAAAGAAAAAAAGGTATACGCCTCTTCGCCTACTTCTCAACGAAAAA 

AATTTTAATTTCTCAATGTCTTGAAAAGATTGGATAGCAAAACCCGCGCT 

TTGAAAGACATGGAAAAATTAAAATAGTTTTCACGAAGGATAAAGGGGAT 

GGTCTAAAATTGTAAAATTTGGGATTTTCTTTTAGGCAAATTCCTTTTAA 

CGCCACAAGGTTTATTTTTACTTTATTCATTTCTCGACAACTTGGGGAAG 

GGGAAGAGGGGGGAGTAAACAAACAAAAAAATTTTTTATGGGATAAAATA 

GCCCGATAAAAAAACAAAAAAGGGCCGGCCGGGAGGGAGATGTGTTGGAC 

CGGGCCAAGATATTT 

>178_F CCTTCTCTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGTTGGGGGGGGGG 

GGGNNGGGGGTCAACAAAAAAAAGGTTTTTTTTTTTTTTNNN 

>178_R GGGGTCGGACATCCTNATCCGATCGTAATTTTATCTGTTCGATTTCCTGT 

GAGATATACCAGATTTCTCCCGCATTACATGTTCCCACATACATTCGCTT 

CGATCCGCCAGGACCATCGGTAATGACCGTTGCAAGTCCAGATTTTGCTT 

TTGTACTATCCCCTTCTCGTGTCCATCCAATCACATCTGGGTTGTCCATG 

TAATCACACTGCGTACCGTACGCATAGGCTTTTCTCGCTTTCACCAGCGG 

GTCAATTTTCGACCATAAAGCTGCCGTACTCCCCGGTGAAGTCCCCCCAA 

ATAATTCACCCCAAAAAACCCCCGCGAAATATAGCATTCCAGCCTGAACC 

GGGTTAAAGCTCCCCATACGATGAAGGATCAACCCAAAGCTTAAATGGTA 

GATGGTTTGAGATGGACCGGGATGGACTTGCAGCAATCCAAAAAGCTTGA 

ATCGAATCTTTTAGGATAGGGGAACCCGGAAAAGAAGTGGTAAAAATAAT 

TTCTCATGTCAATAAAACGACGCCACCGAGTTAGATGCCGCATTGAAAAT 

TGTCGGTGAAAGAGGCACACTGAAAATAGTAACCTGATTGGGAAAAAAAT 

CGTGTGCGTAGGTGATCTTGGTAGATGAAGTCGAAGGTACTATGCGTGTC 

TCTCCCTCTATGTACGGGAAAAAATTTTTCTTTTTCCCCATGGCCTTGAA 

AAGACTGGGGTATGCATCAATGGTTTGTTGGAAAAAATCGGAGAAAAAAG 

AAAAATGGTTTACCAGGGGCAGTCAAAAGGACCAAGACACAAATTGTATC 

CTCCGAACTGTCCCTTTGGAGAATAAACACAAAACGGCCCACAAGGTTTT 

TATTTTTAATTTTTTCGGGTTTCAACCAAAGGGTTGGAGGGGGAGGGGAG 

ATGGGTTTTAAAAAATCAAAAAAAAAATTTTTTTTTTTAAAATAAGCCAA 

ATATTAAAAAAAATTAAAAAAGGTTGGGGGGGGTATGGGAGTTTTTTTTT 

CCGCGCGGGGATATTTTT 

>17_F CCCCAATGCCAGGCGTTCGTCGCGACTCCGGACAAACGGCCAGGCTCTGT 

GACTCCCTTGGACCCAAACATATTGAATACTACAATGCCTAAGGCTAGCG 

CCGCCAGTGCGTCCCTCGACAAATATCCGTCGAGAAAGCCTTGCATCACA 
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GGGTGAGCAGCGTACGCCCCTTCCGCTTGCACAAGCCCCCCTTTTGGACC 

AAAGAGACTTTTTACGAAGATCAACGAGAGCAGAATCAAGAGCGCTGGTG 

TCATCAGCTTGCCAAACCGGTCAACCAGTTTGGACGGAGACAGACTAAAC 

CAAAAGACCAGCCCGAAAAATACAAGGGTATACAGGGCAAGTCCCACGGG 

CTGTGTCGCTGCGGTTTGCGGCAAAAAAGGCAGCATGCCCATCTCATAAG 

CCAGACTTCCCGCCCGCGGAATGGCCAGGCCCGGTCCAATCGAGACGTAA 

ATAAGGAGTAGAAACAAGCTTGCAAAGAGCGGGGGACCCCGTGTGTGCGA 

CTCTTAAGTGCTACCGCGCCTTGGAAGAAGGATGCCACCCCCAAAATGGC 

CGGGGCCAACTGATGACAAAATAAAACCAGAAAGAAAAAGCCTTATCTGA 

TAAAGGGAACACTTGACCAGGAATTGCGTGAAAAGGAAGAGTTTGGCGCA 

GCACTACCAAACAAGGGAAAAAACCCATCGCAAATTGTATGACGGACTAA 

TTACCTTTTATGGGGACAGACCCATTTCCACTTAAACGGATTGCCGCCCT 

CCCGAAGATGGTTGGGGGAGGGGTACGGATACGGAGGCTGTTTTTCAAGA 

AAAAAAACCAAAAAGGGAAAAGGGGAAAGGGGAAATTTTCGAAGGGGGTG 

AACTGAAATATCTACCGAGCTGGGAGGGGAAAAAAAAGTAGAACCTTAGT 

GAAAGAAAAATATAGAAAAAAACGAGGCGACACGTCTAGTGTTCTGCCCC 

TCTTTATGGCGGCGTCGGGAGTGGTTTATAACATATAAACTTCATACTAT 

TCAACC 

>17_R GGGGGGCGAGACAAGAAGAAAGAGGCAGAAACGCATCGTCATATGGAAAG 

AAATTTCCCCTAGAGAAAGGTGAAGGGTGTAGACCCCCTTAAAAGGGGGG 

GNNANNNGNNNGGGGNNGNNGNNNNGGCCCTTTAAAAAGGGGGAGNAAAA 

NNAAAAAAGGAGGGGGGGAGGAAGAAAAAAAAGGAAAGAGGGGGGGGGGG 

GGAGGAGAATCCCAAAAAAAGAAAAAGGGGAGGGGGGGGGGGGAAGGAAA 

AAGAAAAAGAAAGGGGAGGGGGGGGGGGGAGAGAGAGAAGAAGAGGGGGG 

GAAAGAAAAGAGGGGGGAGAAAAAAGAGAGGGGGGAAAAAAAGGAGGGAA 

GAAAAAGAGGGGGGGGAAGGGGGGGGAGGGGGGGGGGAAGAAAAAAAAGA 

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGAGAGAAGAAGAAGAAGGAAAGAAAAAG 

AAGGGGGAGAGGAGGGAGGGAGGAGGGGGGGAAGGGGAGAGGGGAAGNAG 

GAGGAAAANGGGAAGGGGGGGGGGGAGAGAAAGGAGAAAGAGANGGAGGA 

AAGAAGAGGGAGGAGGGGGGAAGAAAAGAAAAAAGAAGGAGGGGGGGGAG 

AGAAAGAAAGAAGGGGGGGGGGGGAAGAAAGGAGGAGGGGGGGGGGAGGG 

AGGGAGGGGAAGGAGGAAAAAAAAAGGGAAGGAAAGGGGAGAGGGAGGAG 

GGGGAAGAGGAAAGGGGGAGGGGGGGGAGGAANAGGGGAAGGAAGNAAGA 

AAAGGAAAGGGGAGGAGAGAGAAAAAGGAGGAGAAAGGGGGAAAGAGGGA 

GGAGAAGGAAGAGGAAAGAGGGAAAGAAAAAAGGAAGAGAGAAGGAGAAG 

AAGAAAGGAAAGAAAAAGGGGGGAAAAAGAGAGGAAGAGGGGGGGAGGGG 

GGGGGGGGGAGGGAAGGGGAAGAAGGGAAAGGAAGAGAAAAAGAGGGGGG 

GGGGGGGGGGGAGGGGGGGGGAAAGAAGGAGAAAAAAAGAGGAGAGGAAG 

AAAGAGAAGGGAGAGGAGGGGGGGGAGGGANGAGAGGGGGGGGAGAAGGG 

GGGAGGGAGGGAGGAAGAAGAGAGAAGAGAAAGAGAGAGAAAAAGAAG 
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Apêndice E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Apêndice E: Alinhamento dos iniciadores 

 

Apêndice F 

 

 

 

 

>AMY_ Bacillus Koreensis_RM 
  
CTCCGTATTTATCAAACATTGGGCATAACCAGCGGTTTGGACGCCGCCTGCATACAAGGG 

ACACCAGTCAAGCGGATGTTGGATACGGCCCTTACGATTTGTATGATCTAGGGGAATTTA 

ATCAAAAAGGAACCGTGCGTACAAAGTACGGAACGAAAGCCGAGTTAAAATCCGCTGTTA 

ATACGCTTCATTCAAACGGTATACAAGTTTATGGTGATGTAGTTATGAACCATAAAGCGG   

GGGCGGACTACACGGAAAACGTCACGGCGGTTGAAGTAAATCCGAGCAATCGAAATCAAG   

AAACGTCCGGAGAATATAACATTCAAGCGTGGACCGGGTTTAACTTCCCAGGACGAGGAA 

CGACCTACAGTAATTTTAAATGGCAGTGGTTTCACTTTGACGGGACGGACTGGGATCAAT 

CGAGAAGCTTGAGTCGAATCTTTAAGTTTAGGGGAACCGGAAAGGCGTGGGATTGGGAGG  

TATCGTCAGAAAACGGAAATTACGATTATTTAATGTATGCAGATATTGGATTACGATCAT 

CCTGGACGTTGTAAACGAAATGAAAAAATGGGGCGTATGGTATGCCAATGAAGTGGGCTT 

AGATGGATATCGCCTAGATGCGGTGAAACATATTAAGTTTTCATTCTTAAAAGACTGGGT 

GGATAATGCGCGTGCAGCCACTGGAAAAGAAATGTTTACGGTAGGAGAGTACTGGGCAGA 

ATGACCTTG-GTGCGCTCAACAACTAATCTAGCAAAGGTTAATTACAATCAGTCGCTATT 

TGATGCACCGCTTCACTACAATTTTTATGCGGCATCAACGGGTGGCGGGTATTATGACAT  

GCGAAATATTTTAAATAATACGCTTGTTGCTTCTAATCCAACAAAAGCGGTAACGCTCGT 

TGAGAACCATGATACACAGCCGGGCCAATCACTAGAATCAACGGTTCAGCCTTGGTTTAA 

GCCGTTAGCCTATGCGTTTATTTTAACGAGATCTGGCGGGTATCCATCCGTATTCTATGG 

CGATATGTACGGAACAAAAGGTACGACAACACGGGAAATTCCAGCATTGAAGTCGAAAAT   

TGAACCATTGCTGAAAGCGAGAAAAGACTATGCGTACGGTACGCAGCGTGATTACATCGA 

CAACCCAGATGTGATTGGATGGACACGAGAAGGGGATAGTACAAAAGCAAAATCTGGACT 

TGCAACGGTCATTACCGATGGTCCTGGCGGATCGAAGCGAATGTATGTGGGAACGTCTAA 

TGCGGGAGAAATCTGGTATGATCTCACAGGAAATCGAACAGATAAAATTACGATCG 

 

 

 

 

 

 

 

Reverse_NV2A           ---TTACTGCTGAACCCATACAG------ 

Reverse_NV2C        TTAATATGTTTCACCGCATCTAG------ 

Reverse_NV2B          -AAACAGAACCC-CCGTTTACAG------ 

Foword_NV1A                 -----ATGATGCAATATTTTGAATGGTAC 

Foword_NV1C        -AGATGCGGTGAAACATATTAAG------ 

Foword_NV1B              -----GTTCCAAATGACGGCCAGC----- 

                                                                                         *        

Apêndice F: Sequência consenso do gene da alfa amilase do Bacillus koreensis 

isolado no ecossistema aquático do rio Mamori e amplificado com o uso dos 

primers NV1A e NV2A. 
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Apêndice G 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndice G: Local do peptídeo sinal na sequência consensu traduzida para a 

sequência de aminoácidos do Bacillus koreensis isolados do rio Mamori, Amazônia. 



89 
 

Apêndice H 

 

 

´ 

 

Identificação Sequência de DNA 

Sequência do gene Amy 

 

Sítios de restrição 

 Ndel  (1) - CATATG 

 BamHl (2) - GGATCCA 

Peptídeo sinal GCGGCT 

Códon de iniciação - ATG 

Stop códon – TAA 

 

 

> 
5’GACATATGAAAAAGAAGTGGAAGAAGAGAAGTCGCTTTGCGGCCATTACGATGTTTT

CAACCTTATTATTAGTGCCATCGCTTGCACAGCCAAAAGAGGCAAAGGCGGCTACAACA

AATGGAACGATGATGCAATATTTTGAATGGTACGTTCCAAATGACGGCCAGCAATGGA

ACCGATTGCGCACCGATGCTCCGTATTTATCAAGCGTTGGCATAACAGCGGTTTGGACG

CCGCCTGCATACAAAGGAACAAGTCAAGCAGATGTTGGATACGGACCGTACGATTTGT

ACGATCTAGGGGAATTTAATCAAAAAGGCACCGTGCGCACAAAGTACGGAACGAAAGC

CGAGTTAAAATCCGCTGTTAATACGCTTCATTCAAACGGTATACAGGTTTATGGAGACG

TGGTTATGAACCATAAAGCGGGGGCAGACTACACGGAAAACGTAACGGCGGTTGAAGT

AAATCCGAGCAATCGAAATCAAGAAACGTCTGGAGAATATAACATTCAAGCGTGGACG

GGTTTTAACTTCCGGGTACGAGGAACGACGTACAGTAATTTTAAATGGCAGTGGTTTCA

CTTTGACGGGACGGACTGGGATCAATCGAGAAGCTTGAGTCGAATCTTTAAGTTTAGGG

GAACCGGAAAGGCGTGGGATTGGGAGGTATCGTCAGAAAACGGAAATTACGATTATTT

GATGTATGCAGATATTGATTACGATCACCCTGACGTTGTAAACGAAATGAAAAAATGGG

GCGTATGGTACGCAAATGAAGTTGGTTTGGATGGATACCGCCTAGATGCGGTGAAACAT

ATTAAGTTTTCATTCTTAAAAGACTGGGTGGATAATGCGCGTGCAGCCACTGGAAAAGA

AATGTTTACGGTAGGAGAGTACTGGCAGAATGACCTTGGTGCGCTCAACAACTATCTAG

CAAAGGTTAATTACAATCAGTCGCTATTTGATGCACCGCTTCACTACAATTTTTATGCGG

CATCAACGGGTGGCGGGTATTATGACATGCGAAATATTTTAAATAATACGCTTGTTGCT

TCTAATCCAACAAAAGCGGTAACGCTCGTTGAGAACCATGATACACAGCCGGGTCAATC

ATTAGAATCAACGGTTCAGCCTTGGTTTAAGCCGTTAGCCTATGCGTTTATTTTAACGAG

ATCTGGCGGGTATCCATCCGTATTCTATGGCGATATGTACGGAACAAAAGGTACGACAA

CACGCGAAATTCCAGCATTGAAGTCGAAAATTGAACCGTTGCTAAAAGCGAGAAAAGA

CTATGCGTATGGTACGCAACGTGATTACATCGATAATCCAGATGTGATTGGATGGACTC

GAGAAGGAGATAGTACAAAAGCAAAATCTGGACTTGCAACGGTCATTACCGACGGTCC

TGGCGGATCGAAGCGAATGTATGTGGGAACATCTAATGCGGGAGAAGTCTGGTATGAC

CTCACAGGAAATCGAACAGATAAAATTACGATTGGATCAGATGGTTATGCGACGTTTCC

TGTAAACGGGGGTTCTGTTTCTGTATGGGTTCAGCAGTAAGGATCCAC3’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndice H: Sequência do gene consenso final do Bacillus koreensis isolado do rio 

Mamori para a síntese química. 
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Apêndice I 

 

 

 

 

Apêndice J 

 

 

 

Apêndice I: Sítios de restrição na sequência consensu final do gene Amy do Bacillus 

koreensis isolado do rio Mamori. 

Apêndice J: Mapa do vetor pBSK com o gene sintético AMYKOR do Bacillus 

koreensis isolado do rio Mamori e o sitio de restrição das enzimas NdeI e BamHI. 
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Apêndice K 

 

 

 

 

 

 

Apêndice L 

 

 

Apêndice L: Figura da análise do programa PHRED das sequências do gene AMY dos 

isolados dos rios Negro, Solimões e Mamori, além da, predição da sequência consenso do 

gene Amy do Bacillus koreensis  pelo programa CAP3. 

Apêndice K: Mapa do vetor pDMU01-GPF com modificações e cedido pelo 

Prof. Dr. Spartaco Astolfi Filho para a expressão genética em DH5α F’Iq. 



92 
 

Apêndice M  

 

Apêndice M: Perfil eletroforético da minipreparação do vetor pMDU01-AMYKO 

 

 

Apêndice N 

 

 

Apêndice N: Perfil eletroforético da digestão dos vetores pDMU01-EG17 (direita) e o 

pBSK-AMYKOR (esquerda). A excisão do vetor pDMU01 e do gene AMYKOR 


